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R é su m é
Le diabète de type 1 (DT1) est une maladie auto-immune qui résulte en la destruction des 
cellules (î des îlots de Langerhans par les cellules du système immunitaire. Des travaux 
précédents de notre laboratoire ont identifié la cytokine «Thymie Stromal Lymphopoietin» 
(TSLP) comme étant un stimulus tolérogénique pour les cellules dendritiques (DCs) chez 
le modèle murin du DT1, la souris Non Obese Diabeiic (NOD). Les DCs conditionnées à la 
TSLP (TSLP-DCs) présentent un phénotype semi-mature, sont capables d’induire une 
réponse Th2 ainsi qu’une conversion et une expansion des lymphocytes T régulateurs 
(Tregs) in vitro et protègent les souris NOD contre le DT1. Ces observations nous ont 
amené à investiguer les mécanismes qui entraînent cette protection contre le DT1. Les 
travaux décrits dans ce mémoire montrent que les TSLP-DCs injectées chez les souris 
NOD migrent vers la rate, de manière privilégiée. Ces observations nous ont amené à 
étudier l’influence des TSLP-DCs sur la réponse Thl/Th2 au niveau de la rate. Nous avons 
observé que les splénocytes CD4+ et CD8f de souris injectées avec des TSLP-DCs 
exprimaient moins d’IFNypar rapport au souris témoins (splénocytes des souris injectées 
avec des LPS-DCs). Ces résultats suggèrent une diminution de la réponse Thl chez ces 
splénocytes. Par contre, les résultats obtenus avec I’IL-10 ne nous ont pas permis de 
conclure quant à l’influence des TSLP-DCs sur la réponse Th2. Cependant, nous avons 
confirmé la capacité des TSLP-DCs à induire la conversion des lymphocytes T 
CD4+CD25' en Tregs CD4+CD25+Foxp3+. Nous avons aussi montré que ces Tregs 
partiellement convertis inhibent la prolifération de lymphocytes T 8.3-CD8+ diabétogènes, 
et empêchent la production d’IFNy. Les Tregs convertis en présence de TSLP-DCs ou de 
LPS-DCs ont également été injectés à des souris 8.3-NOD.RAG2'/'. Les résultats ont révélé 
que seuls les Tregs différenciés en présence de TSLP-DCs ont la capacité d’empêcher le 
développement du DT1. Nos travaux suggèrent que la diminution de la réponse Thl et 
l’induction d’une population efficiente de lymphocytes Tregs font partie des mécanismes 
utilisés par les TSLP-DCs pour protéger les souris NOD contre le DT1.
M o t s-c l é s :
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In t r o d u c t io n
i . DU
Le DTl fait partie d’une famille de maladies appelées «diabète», ayant toutes un 
symptôme commun, soit un taux élevé de glucose sanguin. Cette hyperglycémie peut avoir 
diverses causes, dépendamment du type de diabète. Dans le cas du diabète de type 2 (DT2), 
le type le plus répandu et le mieux documenté, l ’hyperglycémie est liée à l’obésité et/ou à 
un régime alimentaire peu équilibré. Le diabète de type 3 ou «diabète gestationnel» 
survient lors de la grossesse et est donc temporaire. En ce qui concerne le diabète de type 1 
(DTl), la maladie résulte d’une attaque du système immunitaire au niveau des îlots de 
Langerhans du pancréas. La conséquence est la destruction des cellules P productrices 
d’insuline, d’où l’hyperglycémiè observée. Jusqu’à récemment le DTl était considéré 
comme une maladie auto-immune incurable, mais des thérapies prometteuses (telles que la 
greffe d’îlots de Langerhans, le traitement avec l’anticorps anti-CD3) sont en 
développement, et promettent d’améliorer la vie des patients. Le DTl est connu depuis 
plusieurs milliers d’années, mais sa pathophysiologie est longtemps demeurée inexpliquée. 
De plus, une absence de traitement condamnait les patients à une mort certaine. La 
découverte de l’insuline en 1921 (F.G. Banting et C.H. Best, The internai sécrétion of the 
pancréas J. Lab. Clin. Med., 7,251 (1921-1922)) a complètement révolutionné le monde de 
la santé, sauvant par la même occasion d’innombrables vies.
a) Épidémiologie
Le DTl a une incidence de 0.1 à 0.4% dans le monde (Rosmalen et al.. 2002) et affecte de 
5 à 10% de la population diabétique (Daneman. 2006). Bien que cette incidence soit faible 
relativement à celle du DT2 (8% des adultes aux USA, (Knowler et al.. 2002)). le DTl 
constitue une charge importante pour le système de santé et pour les patients qui en sont 
atteints. En effet, même si le DTl a été longtemps considéré comme une maladie de
l’enfance, des études ont montré que les adultes ont tout autant de chances de développer la 
maladie que les enfants (Molbak et al.. 19941. De plus, malgré la découverte de l’insuline, 
les patients atteints de DTl doivent recevoir des doses quotidiennes d’insuline tout au long 
de leur vie. Cela constitue une charge importante sur le plan financier pour le système de 
santé et diminue la qualité de vie des personnes diabétiques.
Il existe une grande variation d’incidence du diabète sur le plan géographique. Par exemple, 
l’incidence du DTl en Finlande est presque 40 fois plus élevée que celle au Japon, et 
presque 100 fois plus importante qu’en Chine (Onkamo et al.. 19991. Toutefois, ces 
grandes différences n’empêchent pas de remarquer une hausse mondiale généralisée de 
l’incidence durant la seconde partie du 20e siècle et ce, surtout dans la population âgée de 0 
à 14 ans (Devendra et al., 2004).
Malgré les avancées dans les domaines de la recherche et du traitement, le DTl demeure 
une maladie difficile à prévenir et son traitement par l’insuline, bien qu’assurant de 
meilleures conditions de vie pour les patients, ne permet pas leur guérison. Il est donc 
impératif de disséquer la physiopathologie du DTl, pour être en mesure de développer des 
interventions thérapeutiques efficaces.
b) Facteurs génétiques
Chaque individu hérite dès la naissance d’une susceptibilité plus ou moins grande à 
développer le DTl. Plusieurs gènes de susceptibilité au DTl ont été découverts. Parmi 
ceux-ci prédominent les gènes HLA DQ et DR, qui codent pour des molécules de 
présentation d’antigène, essentielles pour l’éducation des lymphocytes T par les DCs et les 
autres APCs. Deux autres gènes de moindre importance contribuent pour environ 15% de 
la susceptibilité au DTl: le gène insulin-VNTR et CTLA-4 (Daneman. 2006). Lorsque des 
gènes de susceptibilité sont retrouvés chez un patient et que celui-ci est diagnostiqué 
comme diabétique, ses frères et sœurs ont 6% de chance de développer le DTl, tandis que 
pour des jumeaux, le risque de développer la maladie s’élève jusqu’à 70% (Pugliese. 2004). 
Ces données sont à la base de la notion selon laquelle les gènes de susceptibilité 
prédisposent au DTl sans toutefois être suffisants pour causer la maladie. En fait, certains
facteurs environnementaux contribuent à Fétiologie du DTl en servant d’éléments 
déclencheurs.
c) Facteurs environnementaux
Plusieurs facteurs ont été associés au DTl, tels que la nutrition (notamment le lait de vache) 
et l’exposition à certains virus (Peter 2007). Cependant, la plupart de ces observations sont 
conflictuelles, et seule une association avec le syndrome de la rubéole congénitale a été 
confirmée (Hvotv and Tavlor. 2002). Par ailleurs, une autre hypothèse appelée «hypothèse 
de l’hygiène» (Hygiene hypothesis) a été avancée, argumentant sur la forte incidence du 
DTl dans les pays développés où l’hygiène est la plus respectée (Gale. 2002). L’idée 
suggérée ici est que les infections contractées dans un environnement peu aseptisé peuvent 
induire un meilleur contrôle de l’auto-immunité (Chatenoud et al.. 2010). Cette hypothèse 
est corroborée par le fait que, chez les souris NOD (un modèle murin du DTl), l’incidence 
du DTl est plus élevée lorsque les animaux sont gardés dans des conditions stériles 
(Anderson and Bluestone. 2005). Malgré l’avancée des technologies et les efforts de 
recherche, il reste difficile d’identifier les facteurs précis associés au développement du 
DTl. Toutefois, certains mécanismes responsables du DTl ont été partiellement élucidés.
d) Physiopathologie
La physiopathologie du DTl est bien connue. En effet, bien qu’il soit difficile de prévoir 
son déclenchement, les différents événements menant au stade final de la maladie sont bien 
documentés. Tout d’abord, il est important de mentionner que deux organes-clé jouent ici 
un rôle primordial. Il s’agit du thymus, siège du développement des lymphocytes T et de 
l’établissement de la tolérance centrale, et du pancréas, organe de la périphérie où résident 
les cellules (3 productrices d’insuline (Figure 1).
Au niveau du thymus, d’importants mécanismes sont mis en place afin d’instaurer la 
tolérance centrale. Les lymphocytes T naïfs en développement provenant de la moelle 
osseuse migrent et pénètrent dans le cortex thymique et entrent en contact avec les cellules 
corticales épithéliales thymiques (cTECs), et celles-ci leur présentent de manière ectopique
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des antigènes du soi. La sélection positive des lymphocytes T reconnaissant ces antigènes 
est alors enclenchée. Par la suite, les lymphocytes T naïfs sélectionnés migrent vers la 
médulla, où ils rencontreront des cellules médullaires épithéliales (mTECs) ainsi que des 
DCs. Ces cellules vont permettre la seconde phase de la sélection, dite «négative». Durant 
cette phase, les lymphocytes T possédant une grande affinité pour les antigènes du soi 
subiront une délétion clonale, tandis que ceux ne montrant qu’une faible affinité pour le soi 
pourront survivre et migrer vers la périphérie. Tout ce processus, tel que résumé dans la 
Figure 1, montre l’établissement d’une population de lymphocytes T tolérogènes, et donc 
non-réactifs face aux antigènes du soi. Cependant, des recherches (Kishimoto and Sprent. 
2001): (Lesaee et al.. 2002) ont montré que la sélection négative n’est pas infaillible. En 
effet, des lymphocytes T autoréactifs peuvent échapper à la délétion clonale et migrer vers 
la périphérie (Monti et al.. 2009).
Dans le cas du DTl, la maladie se déclenche à cause d’une réaction auto-immunitaire 
dirigée contre les cellules P du pancréas. Afin de mieux expliquer ce phénomène, il faut 
tout d’abord considérer le pancréas, organe qui subit des remodelages tissulaires 
occasionnels. Ces remodelages impliquent un renouvellement cellulaire important au 
niveau de l’organe, et donc l’implication nécessaire de DCs et de macrophages pour la 
phagocytose des cellules mortes et de leurs débris. Suite à la phagocytose, les DCs 
deviennent activées et migrent vers les ganglions lymphatiques, notamment les ganglions 
pancréatiques (PLN) qui drainent le pancréas. Il faut noter ici que ce schéma d’activation et 
de migration s’applique de manière générale pour les DCs immatures de la périphérie, suite 
à une phagocytose de pathogènes potentiels. Dans ce cas particulier, les PLN deviennent 
alors le cadre d’une rencontre entre les lymphocytes T naïfs provenant du thymus, et les 
DCs activées prêtes à leur présenter les antigènes collectés dans le pancréas (Figure 1).
La réaction auto-immunitaire à l’origine du DTl est due à une activation des lymphocytes 
T autoréactifs spécifiques aux antigènes des cellules (3, par les DCs activées au niveau des 
PLN. Cette activation des lymphocytes T autoréactifs implique une prolifération, suivie 
d’une différenciation en lymphocytes T effecteurs CD4+ et CD8+ capables de migrer vers 
le pancréas pour y initier la destruction des cellules p. La mort progressive et non 
immédiate des cellules p suggère toutefois la présence de mécanismes de protection contre 
la réaction auto-immunitaire. Parmi les facteurs importants de cette protection, on peut
citer les lymphocytes T régulateurs (Tregs), qui œuvrent pour l’établissement de la 
tolérance périphérique. Cependant, cette tolérance périphérique finit par être incapable 
d’empêcher l’activation constante des lymphocytes T autoréactifs, ce qui permet le 
développement de la maladie et l’apparition des symptômes. Le DTl est donc une maladie 
auto-immunitaire progressive, issue d’un bris de la tolérance centrale et de la tolérance 
périphérique.
e) Signes cliniques
Les signes cliniques observés chez un patient diabétique dépendent du stade de la maladie. 
En effet, on dénote deux étapes importantes: le pré-diabète et le diabète «déclaré». L’étape 
pré-diabétique débute très tôt dans la vie de l’individu atteint et implique la recherche d’un 
équilibre entre les gènes de susceptibilité au DTl et les gènes protecteurs. Durant cette 
étape interviendront éventuellement les facteurs environnementaux, qui eux aussi joueront 
dans la balance entre la susceptibilité et la résistance à la maladie (Devendra et al.. 2004). 
Lorsque l’étape du diabète «déclaré» débute, plusieurs symptômes apparaissent: 
l’hyperglycémie (le plus important), la polyurie, la polydipsie, la polyphagie, la fatigue, la 
perte de poids, entre autres (Daneman. 2006). Parmi ces symptômes, l’hyperglycémie qui 
est bien caractéristique à la maladie, demeure la plus difficile à gérer pour les patients.
f) Traitement
Le traitement des patients diabétiques nécessite l’administration quotidienne d’insuline, 
afin de régulariser leur glycémie. Depuis le début des années 2000, des analogues 
d’insuline ont été introduits sur le marché, et ont permis un meilleur contrôle de 
l’absorption de la molécule (Vaio and Duckworth. 2000). Cependant, ces traitements ne 
peuvent qu’améliorer la qualité de vie des patients, et non les guérir. Le traitement le plus 
prometteur contre le DTl à ce jour reste la greffe d’îlots à partir d’un donneur sain (Rother 
and Harlan. 2004). Ce traitement est surtout envisagé pour les patients présentant une 
résistance à l’insuline et dont l’hyperglycémie n’est pas contrôlable médicalement (Shapiro 
et al.. 2000) ; (Rother and Harlan. 2004). Malheureusement, la transplantation d’îlots
demeure limitée par la faible disponibilité de donneurs et les problèmes évidents de rejet de 
greffe (Devendra et al.. 2004). L’espoir de guérison réside donc dans la recherche, avec 
l’utilisation de modèles animaux du DTl, pour mieux comprendre la maladie et trouver de 
nouvelles thérapies.
g) Modèles animaux
Afin de comprendre les mécanismes impliqués dans la pathologie du DTl, plusieurs 
modèles animaux ont été utilisés. Les deux modèles les mieux étudiés et les plus 
fréquemment utilisés sont le rat BB et la souris NOD. Même si ces deux modèles ne sont 
pas parfaits, ils présentent de grandes similitudes avec le DTl humain. En effet, dans les 
deux modèles une destruction des cellules P des îlots de Langerhans par le système 
immunitaire est impliquée. Ils permettent donc tous deux d’explorer la composante auto- 
immune du DTl, tout en étudiant la pathophysiologie de la maladie (Yang and Santamaria. 
2006). Il faut également noter que le rat BB et la souris NOD sont utilisés comme modèles 
pour l’élaboration de traitements préventifs et/ou curatifs pour le DTl dans l’optique 
d’appliquer les connaissances acquises à l’humain.
h) Rat BB (« BioBreeding Rat »)
A l’origine, le rat BB a été dérivé d’une colonie de rats Wistar au Canada, et c’est à partir 
de 1974 que des rats développant spontanément le DTl ont été identifiés et sélectionnés 
(Mordes et al.. 1987): (Crisa et al.. 1992). Le DTl se développe chez le rat BB à partir de 7 
à 14 semaines d’âge, avec une incidence de 50 et 90% chez les mâles et les femelles 
respectivement. Tout comme pour le DTl humain, on dénote l’implication de gènes du 
Complexe Majeur d’Histocompatibilité (CMH) mais la présence de ces gènes n’est pas 
requise pour le développement de la maladie. Autre similarité, il n’y a pas de péri-insulite 
observée chez les rats BB, et l’insulite est de courte durée. Une différence importante entre 
l’humain et les modèles de rat est tout de même à noter: chez le rat, on observe une 
lymphopénie associée à une forte apoptose des thymocytes, due entre autres à une mutation 
du gène lyp (Hemandez-Hovos et al.. 1999) (Tableau 1).
Humain Souris NOD Rat BB
Incidence du DTl 0.1-0.4% $: 80-90%; 20- 60% 50-90%
Incidence mâle vs femelle ? > d h
O
f
Âge lors du déclenchement 
de la maladie
déclenchement 
possible à tout âge jusqu'à 6 mois d'âge 7-14 semaines d'âge
plusieurs haplotypes
Gènes CMH associés
dont aucun n'est 
nécessaire ou 
suffisant: HLA-DQ, - 
DR
I-A8? (requis mais pas 
suffisant)
RT1U (requis mais pas 
suffisant)
Péri-insulite non oui non
Durée de l'insulite Courte à longue Longue Courte
Infiltration de leucocytes 
au niveau d'autres tissus dans certains cas dans tous les cas fréquente
Auto-anticorps
Insuline, GAD, ICA, 
ICSA, BSA, CPH, Insuline, GAD, ICA, IGRP
ICA présent; présence 
de GAD et IAA
EC, IA-2, IAA, IGRP controversée
Lymphopénie non non oui
Déficience en insuline sévère moyenne à sévère sévère
Tableau 1: Tableau comparatif des caractéristiques du D Tl chez l’humain, la souris 
NOD et le rat BB : incidence, génotype, phénotype, diagnostic et symptômes. Adapté de 
(Rosmaien et al.. 2002) et de (Jun and Yoon, 2003).
Bien que le rat BB soit fréquemment utilisé comme modèle du DTl, la souris NOD a 
progressivement gagné en popularité, et ce, grâce à de plus nombreuses similarités avec 
l’humain en ce qui concerne la physiopathologie du DTl.
8
i) Souris NOD
La souris NOD est issue d’un croisement entre la lignée Jcl et la lignée ICR de même 
souche. Le but original était de développer un modèle murin de cataracte. L’équipe 
japonaise qui a généré le croisement a par la suite caractérisé la souris NOD, en tant que 
modèle de DTl spontané (Makino et al.. 19801. Tout comme chez le rat BB, les 
symptômes du DTl sont précédés d’une insuiite, période pendant laquelle les cellules du 
système immunitaire (macrophages, DCs, lymphocytes T et B) infiltrent graduellement le 
pancréas (Mathews. 2005). Une caractéristique particulière de la maladie chez la souris 
NOD est que l’incidence est dépendante du sexe de l’animal (Tableau 1).
2. DTl chez la souris NOD
Tel qu’il est résumé dans le Tableau 1, la souris NOD présente de nombreuses similitudes 
avec le DTl humain. Les similitudes principales à noter sont: l’implication des 
lymphocytes T CD4+ et CD8+, ainsi que des DCs et des macrophages dans la réaction auto­
immunitaire; l’importance des gènes tout autant que des facteurs environnementaux dans la 
prédisposition à la maladie; les symptômes observés ainsi que la nécessité d’une thérapie 
de remplacement à l’insuline pour la survie (Anderson and Bluestone. 2005).
a) Caractéristiques du DTl dans le modèle de la souris NOD
Le DTl se déclare chez la souris NOD à partir de 10 à 12 semaines d’âge (Anderson and 
Bluestone. 2005). Il y a d’abord une insuiite débutant entre 5 et 9 semaines d’âge, où les 
cellules du système immunitaire. (DCs et lymphocytes T CD4+ surtout) infiltrent 
progressivement les îlots de Langerhans (Figure 2). Les symptômes cliniques commencent 
à être notés à partir de la 12e semaine (chez les femelles) jusqu’à la 25e semaine (André et 
al.. 1996). Ces symptômes sont principalement l’hyperglycémie et la polyurie, toutes deux 
caractéristiques du DTl. D’autres symptômes peuvent être également observés, tels que la 
glycosurie, la perte de poids, la fatigue intense (Mathews. 2005): (Wilson and DeLuca. 
1997). Comme indiqué dans le Tableau 1, l’incidence de la maladie est plus fréquente chez 
les femelles (80-90%) que chez les mâles (20-60%) (Kikutani and Makino. 1992).
Cependant, dans tous les cas, le caractère stérile de l’environnement des souris est d’une 
importance non négligeable, puisqu’une baisse de l’incidence est observée dans les 
animaleries maintenues dans des conditions moins aseptisées (Singh and Rabinovitch. 
1993); (Bach. 2002). Cette dernière remarque rappelle la notion importante selon laquelle 
l’environnement influence la prédisposition au DTl, également chez l’humain.
A B C D
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Figure 2: Divers stades d’infiltration des îlots de Langerhans par les leucocytes. (A)
îlot sain; (B) et (C) îlots partiellement infiltrés; (D) îlot presque complètement envahi par 
les leucocytes. (Coloration à l’hématoxyline et l’éosine de sections du pancréas) (Parker et 
al.. 2009)
La ressemblance entre la pathologie murine et celle retrouvée chez l’humain a permis 
d’utiliser ce modèle murin afin de progresser dans la compréhension des mécanismes 
moléculaires et cellulaires associés au DTl. Les paragraphes qui suivent détailleront les 
différents aspects du DTl chez la souris NOD, tout en faisant le parallèle avec la maladie 
humaine.
b) Facteurs génétiques et tolérance
Le DTl a été identifié comme étant une maladie à prédisposition génétique chez l’Homme. 
La plus grande susceptibilité à la maladie a été associée aux polymorphismes des gènes 
codant pour les molécules de CMH HLA-DQ et DR, qui sont de type CMH de classe II. 
Cependant, la présence de ces haplotypes de CMH n’est pas suffisante pour le 
développement de la maladie (Tableau 1).
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La souris NOD possède une molécule de CMH de classe II unique appelée H-2g7, dont la 
présence est essentielle (mais non suffisante) pour que l’animal devienne diabétique 
(Wicker et al.. 1995). Ce haplotype présente une structure unique ainsi qu’une capacité à 
lier une multitude de peptides de faible affinité, ce qui rend les APCs des souris NOD 
moins efficaces lors de la sélection négative des thymocytes. Toutes ces caractéristiques, 
en plus d’une similarité avec les molécules de CMH de type HLA-DQ humaines 
(molécules associées au DTl chez l’humain), permettent de relier le H-2g7 à la 
susceptibilité au DTl chez la souris NOD (von Boehmer and Melchers. 2010) (Figure 3). 
D’autres loci (Idd) ont été également identifiés comme gènes de susceptibilité. On peut 
citer par exemple Idd5, qui présente un polymorphisme dans le gène de CTLA-4 (Ueda et 
al.. 2003). D faut rappeler ici que CTLA-4 est un récepteur des lymphocytes T impliqué 
dans l’apoptose et la régulation de l’activation des cellules T ; ce rôle est d’autant plus 
important qu’un polymorphisme dans le gène de ce récepteur est associé à de multiples 
maladies autoimmunes (Nistico et al.. 1996) ; (Ueda et al.. 2003).
En résumé, plusieurs facteurs génétiques augmentent le risque de diabète chez les souris 
NOD. En fait, ceci démontre bien la complexité des mécanismes d’équilibre entre l’auto- 
immunité et la tolérance. Il devient donc évident que le déclenchement du DTl chez la 
souris NOD résulte d’une perte de l’équilibre constant entre les gènes de susceptibilité à la 
maladie et les gènes dits «protecteurs», qui promeuvent la tolérance immune.
NaiveT
Figure 3: Présentation d’épitopes «faibles» par les CPAs au niveau du thymus qui 
permettent la survie de lymphocytes T autoréactifs chez la souris NOD. Après une 
réactivation au niveau des PLN, ces lymphocytes T reconnaissant les peptides spécifiques 
aux cellules p pourront par la suite migrer vers le pancréas pour y détruire les cellules des 
îlots, (von Boehmer and Melchers. 2010)
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c) Bris dans la tolérance centrale
Une diminution de l’expression ectopique de peptides du soi tels que l’insuline a été 
observée dans la médulla du thymus des souris NOD, (Anderson et al.. 2002). Le gène 
fcsponsable de cette expression dans le thymus est A/re, dont la déficience chez les souris 
cause un défaut dans la sélection négative des lymphocytes T autoréactifs (Liston et al.. 
2003). D’autre part, des auto-antigènes tels que GAD65 (glutamic acid decarboxylase) 
seraient également impliqués dans les premiers stades du DTl, dû au fait qu’il a été 
observé que l’injection de GAD65 dans le thymus empêchait le déclenchement de la 
maladie (Tisch et al.. 1993). Ces études montrent l’importance de la présentation 
d’antigènes du soi au niveau de la médulla du thymus pour l’instauration de la tolérance 
centrale. Cependant, il est à noter que ces défauts au niveau du thymus ne font 
qu’augmenter la prédisposition des souris à la maladie. De plus, d’autres facteurs au niveau 
de la périphérie sont nécessaires pour favoriser le développement de la réaction auto- 
immune.
d) Bris dans la tolérance périphérique
Lorsqu’on analyse la multitude de facteurs génétiques et de défauts dans la tolérance 
centrale, on peut s’interroger sur le fait que l’incidence du DTl chez les souris NOD ne 
soit pas de l’ordre de 100%. Cette observation suggère que d’autres composantes 
interviennent au niveau de la périphérie, composantes qui selon le contexte, contribueront à 
protéger ou non contre le DTl. Il s’agit là majoritairement des DCs et autres CPAs, ainsi 
que des lymphocytes T. Ces cellules immunitaires sont importantes à cause de leur rôle 
évident dans la physiopathologie du DTl. Les paragraphes suivants vont donc expliquer de 
manière détaillée de quelle façon les CPAs, les lymphocytes T effecteurs et les 
lymphocytes Tregs influencent le développement du DTl, depuis l’insulite jusqu’à 
l’apparition des symptômes chez les souris.
e) Rôle des CPAs dans la pathophysiologie du DTl
Les CPAs (cellules présentatrices d’antigènes) désignent non seulement les cellules 
dendritiques (DCs), mais aussi les macrophages et les lymphocytes B. Ces cellules 
expriment à leur surface des molécules de CMH de classe II, et sont donc capables de lier 
les antigènes libres dans le milieu cellulaire pour les présenter aux lymphocytes T. Le 
processus de présentation d’antigène est présent à de nombreuses étapes du développement 
des lymphocytes T. Comme il l’a été mentionné précédemment, les DCs (ainsi que les 
mTECs) stimulent les lymphocytes T en développement par la présentation d’antigènes du 
soi, afin de déterminer leur niveau de réactivité face à ces antigènes, et donc de 
sélectionner les lymphocytes T «tolérants» pour l’organisme (Rosmalen et al.. 2002). En 
périphérie, plusieurs autres sortes de CPAs sont impliquées dans les réactions immunitaires. 
Cependant, le schéma général de présentation d’antigène demeure sensiblement le même. 
Puisque le développement du DTl implique l’attaque des cellules p par les lymphocytes T 
effecteurs (Teff), la présence de CPAs est primordiale pour maintenir ou non l’activation de 
ces derniers. En effet, les CPAs constituent des pivots dans la balance entre l’auto- 
immunité et la tolérance, grâce à leur capacité à influencer directement ou indirectement la 
réponse immunitaire. Cela est d’autant plus vrai que lorsque les antigènes sont présentés 
via les CPAs aux lymphocytes Teff, ceux-ci, en fonction de leur affinité pour lesdits 
antigènes, vont soit devenir activés ou demeurer en état d’anergie (Banchereau and 
Steinman. 1998). L’activation des lymphocytes Teff va permettre la libération de facteurs 
tels que des cytokines qui vont déclencher une réaction immunitaire ciblée; l’anergie des 
Teff va se manifester par l’absence de «réponse» à l’antigène concerné (Jonuleit et al.. 
2001). Cette régulation précise de la réponse immunitaire est effectuée en grande partie 
grâce aux signaux de costimulation fournis par les CPAs, en parallèle à la présentation 
d’antigène. Chez la souris NOD, plusieurs classes de CPAs ont été trouvées impliquées 
dans la pathologie du DTl: les macrophages, les lymphocytes B et surtout les DCs (Charre 
et al.. 2002).
(f) Rôle des macrophages
Dans le cas de la souris NOD, les macrophages sont parmi les premières cellules, avec les 
DCs, à infiltrer le pancréas (Jansen et al.. 1994). Lors du remodelage tissulaire, les débris 
cellulaires (dont ceux provenant des cellules P) sont phagocytés par les macrophages, et les 
antigènes sont apprêtés pour leur présentation aux lymphocytes T. Ce qui est surprenant 
chez la souris NOD, c’est le fait que les macrophages présentent une maturation et une 
fonction anormale (Serreze et al.. 19931. causant notamment un dérèglement dans la 
production d’IL-12 (Liu and Beller. 2003). Ceci pourrait être lié à la présence de la 
molécule de CMH-II H-2g7. En effet, comme il l’a été mentionné précédemment, cette 
molécule de CMH-II démontre une tendance à lier des épitopes de faible affinité, 
permettant la sélection de lymphocytes T autoréactifs. Au niveau de la périphérie plus 
précisément, la présentation d’antigènes du soi à ces lymphocytes T autoréactifs encourage 
leur activation plutôt que leur anergie, ce qui favorise la progression de la réponse auto- 
immune. (von Boehmer and Melchers, 2010).
D’autres expériences ont également permis de démontrer l’importance des macrophages 
pour l’initiation du DTl chez les souris NOD. En effet, le traitement de souris NOD 
femelles avec de la silice (substance toxique pour les macrophages) a résulté en 
l ’inactivation et même la déplétion des macrophages. Ce traitement a par la suite prévenu 
le développement de l’insuiite et du DTl chez les souris traitées (Lee et al.. 1988). 
D’autres expériences ont consisté en un traitement à la silice sur court ou long (et précoce) 
terme. Il a ainsi été observé que le traitement à court terme n’empêche pas la destruction 
des cellules P par les lymphocytes T effecteurs. Par contre, le traitement précoce et à long 
terme a empêché cette destruction en prévenant le développement de lymphocytes T 
effecteurs spécifiques aux cellules P (Ihm and Yoon. 1990). Toutes ces observations 
renforcent l’hypothèse selon laquelle les macrophages jouent un rôle crucial dans 
l’initiation de l’insulite chez les souris NOD. Ces recherches suggèrent par ailleurs que 
cette initiation de l’insulite par les macrophages s’orchestre via la génération de 
lymphocytes T spécifiques aux cellules P, qui vont à leur tour participer à la destruction 
des cellules P cibles (Yoon et a l. 1998).
(g) Rôle des lymphocytes B
En plus de leur fonction de CPAs, les lymphocytes B jouent un rôle non négligeable dans 
le développement du DTl. En effet, ces cellules produisent très tôt (chez les souris pré­
diabétiques) des anticorps dirigés contre les auto-antigènes tels que l’insuline ou GAD65; 
ces anticorps pourraient plus tard contribuer à amplifier la réponse auto-immune contre les 
cellules |3 des îlots de Langerhans (Serreze et al.. 1998).
Des études avec des souris NOD rendues déficientes en lymphocytes B (par traitement 
d’anticorps) ont d’ailleurs montré le rôle important de ces cellules. Les animaux ont pu être 
protégés du développement de l’insuiite et du DTl grâce à cette déficience acquise (Yang 
et al., 1997). Ceci vient cependant contredire des études antérieures, qui ont rapporté que le 
transfert d ’auto-anticorps anti-insuline et anti-GAD chez des souris NOD n’a pas 
d’influence sur la maladie. D’autre part, une étude plus récente a également décrit la 
possible influence du transfert des anticorps maternels au fœtus sur le développement du 
DTl chez l’enfant (Greelev et al., 2002). Toutes ces observations prouvent que le rôle 
exact des lymphocytes B dans la pathophysiologie du DTl chez la souris NOD est encore 
mal connu (Anderson and Bluestone. 2005).
(h) Rôle des DCs
Les DCs sont considérées comme les CPAs les plus professionnelles. En effet, lorsque les 
DCs sont immatures et donc expriment à leur surface une faible quantité de molécules de 
CMH-II, elles sont souvent retrouvées à la périphérie où elles sillonnent les tissus à la 
recherche d’antigènes potentiels (Banchereau and Steinman. 1998) ; (Mueller. 20101. Les 
remodelages tissulaires ainsi que la présence de pathogènes provoquent une phagocytose et, 
après apprêtement, les antigènes sont présentés via les CMH-II. L’activation des DCs 
s’ensuit alors, et celles-ci commencent à migrer vers les organes lymphoïdes secondaires 
(tels que les ganglions lymphatiques). Durant leur migration, les DCs complètent leur 
maturation, qui se traduit par une expression accrue des molécules du CMH-II ainsi que 
des molécules de costimulation (CD80 et CD86, notamment) (Guermonprez et al.. 2002). 
Tout ce processus d’activation permet aux DCs devenues matures, d’être prêtes pour une
présentation efficace d’antigènes aux lymphocytes T naïfs arrivant aux ganglions 
(Banchereau and Steinman. 1998): (van de Yen et al.. 2009) (Figure 4).
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F ig u r e  4: Différenciation, migration et maturation des DCs et rôle dans l’activation 
des lymphocytes T effecteurs. Étapes importantes résumant (1) la différenciation des DCs 
dans la moelle osseuse, (2) la reconnaissance et phagocytose d’antigènes à la périphérie, (3) 
la maturation des DCs durant leur migration vers les ganglions, (4) la présentation 
d’antigènes aux lymphocytes T naïfs, et (5) la différenciation de ceux-ci en lymphocytes T 
effecteurs. Adapté de (van de Ven et al.. 2009).
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Il est important de noter que les DCs jouent un rôle capital de cellules «éducatrices» des 
lymphocytes T. En effet, le niveau de maturation des DCs (déterminé par le niveau 
d’expression des molécules de CMH-II et des molécules de costimulation), influence la 
réponse des lymphocytes T aux antigènes présentés (Banchereau and Steinman. 1998). 
C’est d’ailleurs ce phénomène qui permet aux DCs d’orienter la réponse immunitaire vers 
l’auto-immunité ou la tolérance. On définit donc trois types de DCs en fonction de leur 
niveau d’expression des CMH-II et de CD80, CD86: les DCs immatures (expression 
faible), les DCs semi-matures (expression de niveau intermédiaire) et les DCs matures 
(forte expression) (Blanco et al.. 2008). Ces trois types de DCs peuvent agir à différents 
niveaux pour régir l’équilibre entre l’auto-immunité et la tolérance. De plus, chez la souris 
NOD, les DCs font aussi partie des premières cellules à infiltrer le pancréas (Kikutani and 
Makino. 1992).
i) DCs et auto-immunité
Plus les DCs sont matures, plus leur potentiel d’activation des lymphocytes T est grand. Or, 
comme il a été mentionné plus tôt, la sélection négative n’est pas un processus sans faille: 
des lymphocytes T autoréactifs parviennent à échapper à la délétion clonale et rejoignent le 
pool de lymphocytes T naïfs migrant vers la périphérie. Lorsque ces lymphocytes T 
autoréactifs rencontrent les DCs dans l’environnement des ganglions lymphatiques, ils 
peuvent être activés suite à la présentation des antigènes du soi pour lesquels ils ont une 
grande affinité. À cette étape, le niveau de maturation des DCs déterminera l’activation ou 
l’anergie de ces lymphocytes autoréactifs, et donc s’il y aura développement d’une réponse 
auto-immune ou non (Guermonprez et al.. 2002).
Dans le cas de la souris NOD, il a été observé que les DCs possèdent un phénotype 
anormalement mature. En effet, les DCs des souris NOD expriment des niveaux élevés de 
CMH-II ainsi que de CD80 et CD86, ce qui est associé à une hyperactivation du facteur 
NF-kB et à une plus forte production de la cytokine IL-12 (Poligone et al.. 2002). Ce 
niveau de maturation important confère donc aux DCs une capacité accrue d’activation des 
lymphocytes T naïfs, parmi lesquels ceux reconnaissant des antigènes provenant des 
cellules p. De plus, la production accrue d’IL-12 fait pencher la balance vers une réponse
Thl, qui est favorable à la progression du DT1 (Rosmalen et al.. 2002). Il est donc logique 
que cette caractéristique des DCs de souris NOD ait été identifiée comme l’une des causes 
possibles du DT1 chez la souris. Cependant, il est essentiel de rappeler que les souris NOD 
ne développent le DT1 qu’après environ 10 à 25 semaines d’âge (Anderson and Bluestone.
2005). Une question s’impose alors: pourquoi, si les lymphocytes T anti-cellules (3 existent 
dès la naissance des souris, la maladie ne se développe t-elle pas plus tôt? De là la notion 
de tolérance, phénomène à l’opposé de l’auto-immunité et qui est également régi en grande 
partie par les DCs.
j) DCs et tolérance
Le rôle éducateur des DCs ne s’arrête pas à l’activation des lymphocytes T naïfs. En effet, 
afin de mieux contrôler la réponse immunitaire, les DCs peuvent agir «de l ’autre côté de la 
balance»: il s’agit alors d’inhiber l’activation des lymphocytes T autoréactifs afin d’éviter 
une réaction d’auto-immunité (Zwickev et al.. 2006): (Torres-Aguilar et al.. 2010). Pour ce 
faire, plusieurs mécanismes entrent enjeu. Tout d’abord, il est important de rappeler que la 
capacité des DCs à déclencher et maintenir l’activation des lymphocytes T dépend en 
grande partie de leur niveau de maturation, c’est-à-dire du niveau d’expression des 
molécules de CMH-II et de costimulation (Guermonprez et al.. 2002). C’est ainsi qu’une 
population de DCs dites «tolérogènes» a été identifiée et dont l’expression des CMH-II va 
d ’un niveau intermédiaire à un niveau plus élevé. Les DCs tolérogènes présentent 
également d’autres caractéristiques telles qu’une capacité de produire de l’IL-10 (cytokine 
à propriétés anti-inflammatoires) et une forte propriété d’induire la différenciation et 
l’expansion des lymphocytes T régulateurs (Tregs) (Torres-Aguilar et al.. 2010).
La production de l’IL-10 a un double effet tolérogène dans le contexte immun. En effet, 
d’une part, la cytokine en elle-même entraîne l’inhibition de la production d’IFN-y par les 
lymphocytes T ciblés (Moore et al., 1993). Or, cette cytokine est celle qui assure 
l’activation et la différenciation des lymphocytes T en cellules de type Thl. Sous l’action 
de l’IL-10, les lymphocytes T deviennent moins activés et se différencient 
préférentiellement en cellules Th2 ou en Tregs, lorsque l’IL-2 et le TGF-J3 sont aussi 
présents (Pulendran et al.. 2010). Ce dernier processus de différenciation est d’ailleurs
chaperonné par les DCs. En présence d’IL-10, d’IL-2 et de TGF-P, les DCs induisent une 
conversion des lymphocytes T naïfs en Tregs, tandis qu’en présence d’IL-2 et de TGF-fi 
seuls, elles favorisent plutôt l’expansion des Tregs (Tarbell et al.. 2006) ; (Maldonado and 
von Andrian, 2010). Les DCs tolérogènes jouent donc un rôle déterminant pour 
l’instauration de la tolérance à la périphérie. Chez la souris NOD, le niveau de maturation 
anormalement élevé des DCs suggère que la population de DCs tolérogènes pourrait être 
moins importante par rapport aux souris résistantes au diabète. D’autre part, il a été 
observé que la présence d’IL-10 dans les îlots de souris NOD est associée à une insulite 
bénigne qui ne se transforme pas en diabète déclaré (Liblau et al.. 1995). Toutes ces 
remarques confirment l’importance de 1TL-10 pour la lutte contre l’auto-immunité. Elles 
soutiennent aussi l’hypothèse selon laquelle les DCs tolérogènes constitueraient un moyen 
efficace de protection à court et à long terme contre le DT1 chez la souris NOD par le biais 
d’un contrôle de l’équilibre entre les réponses Thl et Th2 (Christen and von Herrath. 2004).
k) Rôle des lymphocytes T dans la physiopathologie du DT1
Les lymphocytes T font partie des cellules les plus abondantes dans les infiltrats des îlots 
de Langerhans (Santamaria et al.. 1992). Qu’ils soient de type CD4+ ou CD8+, ils tiennent 
une place importante dans la physiopathologie du DT1. En effet, même chez un patient 
atteint d’une déficience en lymphocytes B, le développement du DT1 est observé, prouvant 
ainsi que la présence des lymphocytes T est suffisante pour déclencher la maladie (Martin 
et al.. 20011.
1) Rôle des lymphocytes T CD4+
Dans la dynamique qui se joue entre l’auto-immunité et la tolérance, et dans le contexte du 
DT1, les lymphocytes T CD4+ jouent l’un des rôles les plus importants (Haskins and 
Wegmann, 1996). En effet, étant donné que la molécule H-2g7 est de type CMH-II, sa 
tendance à lier des épi topes de faibles affinité va surtout influencer la présentation 
d’antigènes aux lymphocytes T CD4+ (reconnaissent les CMH-II) (Figure 3) (Yan et al..
2003). En d’autres termes, le défaut de la sélection négative tout autant que la survie des
lymphocytes T autoréactifs concerne principalement les lymphocytes T CD4+. D’autre part, 
en tant que lymphocytes T naïfs, les lymphocytes T CD4+ vont avoir à répondre aux stimuli 
des DCs activées qu’ils rencontrent dans les ganglions lymphatiques. Dès ce moment, deux 
facteurs vont influencer l’issue de cette rencontre. Le premier facteur important est le stade 
de maturation des DCs (Guermonprez et al.. 2002). qui va déterminer le potentiel 
d’activation des T CD4+. Le second facteur tout aussi essentiel, est l’affinité ces 
lymphocytes T pour les peptides du soi, dont ceux des cellules p. Dans le contexte de la 
souris NOD, il devient clair que les lymphocytes T CD4+ autoréactifs sont semblables à des 
bombes à retardement, dont le ‘déclenchement’ par les DCs activées peut induire à long 
terme la destruction des îlots de Langerhans. Il faut noter cependant que, bien que les 
lymphocytes T CD4+ ont une grande part dans la réaction autoimmune dirigée contre les 
cellules P, leur seule présence ne suffit pas au déclenchement de la maladie (Faustman and 
Davis. 2009).
En ce qui concerne la physiopathologie du DT1, il est généralement accepté que les 
lymphocytes T CD4+ autoréactifs, après leur activation par les DCs au niveau des PLN, 
migrent vers les îlots du pancréas. A ce niveau, ils se différencient en lymphocytes Teff, 
capables d’induire une réponse spécifique contre les antigènes des cellules p. Cependant, la 
réponse qui prévaut est de type Thl. En effet, les DCs activées dans le contexte du DT1 
produisent plus d’IL-12, une cytokine qui favorise un environnement Thl (Poligone et al.. 
20021 Sous cette stimulation, les lymphocytes Teff CD4+ vont secréter de I’IFNy (entre 
autres cytokines), ce qui va entraîner une réponse cytotoxique dirigée contre les cellules p, 
sous l’action des lymphocytes T CD8+ (Mathis et al.. 2001).
m) Rôle des lymphocytes T CD8+
Bien que le rôle des lymphocytes CD8+ soit moins dominant que celui des T CD4+, ces 
cellules ont leur part d’action lors de l’infiltration des îlots (Medarova et al.. 2008). 
L’induction de la réponse Thl par lés lymphocytes T CD4+ va stimuler chez les 
lymphocytes T CD8+ une réponse cytotoxique, ce qui va entraîner la destruction des
cellules p. Ce mécanisme de destruction est surtout perforine-dépendant et requiert parfois 
une interaction directe entre les lymphocytes T CD8+ et les cellules P via leur CMH-I 
(Mathis et al.. 2001), De cette façon, les T CD8+ sont capables de maintenir l’inflammation 
au niveau des îlots, ce qui contribue à long terme à la progression du DT1 (Tsai et al.. 
2008).
L’équipe de Santamaria a généré et caractérisé une lignée de souris NOD transgéniques 
appelée 8.3-NOD, dont les lymphocytes T CD8+ sont hautement diabétogènes et ne 
reconnaissent qu’un seul peptide, l’IGRP (un auto-antigène des cellules p). Fait intéressant, 
ces souris développent le DT1 de manière plus rapide que les souris NOD non 
transgéniques. Cette observation suggère que la sélection d’une population de lymphocytes 
T CD8+ diabétogènes au détriment d’une population à spécificités multiples augmente le 
risque de développer la maladie (Verdaguer et al.. 1997). Par ailleurs, la même équipe a 
caractérisé les souris 8.3-NOD.Rag2'/' qui ne possèdent pas les lymphocytes T et les 
lymphocytes B endogènes. Ces souris ne possèdent donc que des lymphocytes T CD8+ 
diabétogènes spécifiques à l’IGRP. L’incidence du diabète chez ces souris est d’autant plus 
frappante car elle atteint seulement 40% entre 10 à 15 semaines (Verdaguer et al.. 1997). 
Cette observation démontre que, bien que les lymphocytes T CD8+ soient nécessaires pour 
la progression du DT1, leur présence n’est pas suffisante pour que toutes les souris 
deviennent diabétiques.
n) Réponses Thl et Th2
Comme il a été mentionné précédemment, la progression du DT1 est principalement régie 
par le contrôle des réponses Thl et Th2. Ce contrôle est dirigé par les DCs, qui selon leur 
état de maturation, vont secréter des cytokines favorisant un phénotype Thl ou Th2. En 
effet, les DCs immatures favorisent une condition tolérogène, avec la production d’EL-10 
par exemple, qui va permettre la conversion de lymphocytes T naïfs en Tregs. Par contre, 
lorsque les DCs sont matures, surtout dans le cas de la souris NOD, elles sécrètent l’EL-12, 
cytokine favorisant l’instauration d’une réponse de type Thl inflammatoire (Poligone et
al.. 2002). Les lymphocytes T CD4+ participent à ce processus en produisant de l’IENy, et 
entraînent par la même occasion une réponse cytotoxique spécifique à l’antigène 
(Rabinovitch and Suarez-Pinzon. 2007). C’est cette régulation précise qui va déterminer si 
oui ou non l’insulite se transformera en diabète déclaré. D’ailleurs, plusieurs chercheurs 
pensent de cibler l’équilibre Thl/Th2 en vue de trouver des traitements contre le DT1 
(Ferrara. 2000) ; (Christen and von Herrath. 2004) ; (Rabinovitch and Suarez-Pinzon.
2007). Les lymphocytes T CD4+ et T CD8+ ne sont pas d’ailleurs les seuls à contrôler la 
progression du DT1. En effet, les lymphocytes Tregs ont également leur rôle à jouer, et 
leur fonction est de faire pencher la balance en faveur de la tolérance.
o) Rôle des Tregs dans la physiopathologie du DT1
Les Tregs sont souvent considérés comme les acteurs principaux de la tolérance immune. 
D’ailleurs, plusieurs populations de Tregs ont été identifiées et décrites. Les nTregs 
(natural Tregs), générés dans le thymus, et les aTregs (adaptive Tregs) générés au niveau 
de la périphérie. Les nTregs sont générés à partir de lymphocytes T CD4+ en 
développement au niveau de la médulla thymique. En fait, la présence des nTregs a été 
détectée près des corpuscules de Hassal de la médulla, et seraient issus de la sélection 
positive de lymphocytes T CD4+CD8' présentant une forte affinité pour les peptides du soi 
(Maggi et al.. 2005). Cette sélection est assurée par les DCs, sous la stimulation de la TSLP 
(Thymie Stromal Lymphopoietin) secrétée in situ par les mTECs (Liu et al.. 2007): (Lee et 
al.. 20081 (Figure 5).
Après leur génération dans le thymus, les nTregs CD4+CD25+Foxp3+ peuvent migrer vers 
la périphérie, afin de contribuer à l’instauration de la tolérance. Les aTregs proviennent soit 
de la conversion de lymphocytes T CD4+CD25' en Tregs CD4+CD25+Foxp3+ ou de 
l’expansion d’une population de Tregs déjà existante (Liang et al.. 2005) ; (Karim et al..
2004). Les deux processus s’effectuent par l’intermédiaire des DCs et sous l’action de 
diverses cytokines. Tandis que l’IL-10 et le TGF(3 induisent la conversion, l’action 
combinée du TGFp et de l’IL-2 entraîne plutôt l’expansion des Tregs (Chen et al., 2003) ; 
(Setoguchi et al.. 2005). Ensemble, les nTregs et les aTregs participent à maintenir la
tolérance périphérique (Curotto de Lafaille and Lafaille. 2009). Au niveau de la périphérie, 
les Tregs agissent de concert avec les DCs pour instaurer la tolérance. Les Tregs peuvent 
agir de deux manières principales: (1) en influençant l’interaction entre les DCs et les 
lymphocytes Teff et (2) en agissant directement sur les Teff via la production de cytokines 
anti-inflammatoires. Afin d’empêcher l’interaction entre les DCs et les Teff, il a été reporté 
que les Tregs pouvaient former des agrégats à la surface des DCs, empêchant ainsi le 
contact avec les autres lymphocytes (Onishi et al.. 2008). Une compétition pour le contact 
avec les DCs peut également avoir lieu, avec pour conséquence la diminution de 
l’interaction entre les DCs et les lymphocytes Teff (Sakaeuchi et al.. 2008). Par ailleurs, les 
Tregs peuvent secréter des cytokines telles que ITL-10 ou du TGF(î, ce qui va instaurer un 
environnement immunosuppresseur, donc propice à la tolérance. Un autre mécanisme 
possible de suppression de l’auto-immunité par les Tregs est la consommation d’IL-2 via la 
molécule CD25 (récepteur de l’IL-2) à leur surface. Or l’IL-2 est l’un des facteurs 
primordiaux de survie pour les lymphocytes T, et permet aussi le maintien de leur 
activation. Par ce mécanisme les Tregs parviennent donc à réduire l’accès des lymphocytes 
Teff à l’IL-2 et indirectement, entraînent leur apoptose (Shevach. 2009).
Le rôle des lymphocytes Tregs dans la tolérance périphérique a amené de nombreux 
chercheurs à cibler ces cellules pour des fins thérapeutiques. Par exemple, bien que la 
souris NOD ne présente pas de diminution dans son pool de Tregs (Mellanbv et al.. 20071. 
plusieurs équipes dont la nôtre, ont étudié l’influence d’une augmentation de la population 
de Tregs sur l’évolution du DT1. Ces études ont servi entre autres à évaluer l’effet de 
cytokines telles que le GM-CSF et l’IL-4 sur la génération de DCs tolérogènes et de Tregs 
(Gaudreau et al.. 2007). Dans notre laboratoire, nous nous sommes également intéressés à 
la TSLP (Besin et al.. 2008). dont l’effet sur les DCs thymiques induit la génération de 
nTregs (Liu et al.. 2007).
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F ig u r e  5: Génération de nTregs au niveau du thymus -  rôle de la TSLP. Les mTECs et 
les DCs participent activement à la sélection négative des lymphocytes T au niveau de la 
médulla thymique. Ce schéma illustre un rôle supplémentaire de ces deux cellules, celui de 
la sélection positive des lymphocytes nTregs CD4+CD25+Foxp3+. Ceci est possible par 
l’activation in situ des DCs thymiques par la TSLP produite par les mTECs. Ces DCs 
activées vont permettre alors la génération des nTregs à partir du pool de thymocytes 
possédant une forte affinité pour les antigènes du soi.
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3. TSLP
a) Découverte et propriétés de la TSLP
En 1994, l’équipe d’Andrew Farr (Friend et al.. 1994) publia des observations selon 
lesquelles un nouveau facteur de croissance supportait la croissance à long terme de la 
lignée de cellules pré-B NAG8/7. Ultérieurement, cette équipe a montré que ce facteur de 
croissance est aussi retrouvé dans les surnageants d’une culture de cellules Z210R.1, qui 
est une lignée de cellules stromales thymiques de souris. D’après la même étude, ce facteur 
de croissance amplifie la prolifération de thymocytes en réponse à des concentrations sub­
optimales d’anti-CD3. Ce n’est qu’en 2000 que ce facteur appelé «Thymie Stromal 
Lymphopoietin (TSLP)», a été cloné et identifié comme étant une cytokine de la famille des 
«four-helix bundle», famille comprenant également l’IL-2 et l’EL-7 (Sims et al.. 2000). La 
TSLP murine possède 43% d’homologie avec la TSLP humaine. Les deux protéines 
partagent plusieurs fonctions biologiques communes, dont la plus marquante est 
l’activation des DCs. Par ailleurs, le récepteur de la TSLP est un complexe formé de la 
chaîne alpha du récepteur de l’IL-7 et d’une chaîne unique désignée TSLPR. La liaison de 
la TSLP à ce récepteur engendre la phosphorylation de STAT5 via l’activation d’une 
kinase encore inconnue (Liu et al.. 20071. La TSLP est secrétée par plusieurs types de 
cellules épithéliales, notamment: les cellules épithéliales médullaires du thymus (mTECs), 
les kératinocytes, les cellules épithéliales des voies respiratoires, ainsi que les cellules 
épithéliales de l’intestin (Kato et al., 2007). La TSLP agit sur les cellules dendritiques, les 
mastocytes, les lymphocytes T, entre autres cellules ; ces multiples cibles cellulaires 
suggèrent d’ailleurs un rôle important au niveau du système immunitaire (Zieeler and Liu.
2006).
b) TSLP et réponse immunitaire
Durant les quelques années qui ont suivi sa découverte, la TSLP a été notamment associée 
aux pathologies de type hypersensibilité. En effet, il a été montré que la cytokine, lorsque 
surexprimée au niveau des poumons de souris, induit une inflammation des voies
respiratoires similaire à l’asthme (Zhou et al.. 2005). D’autres études ont confirmé ces 
observations (Fane et al.. 2010). en montrant l’implication de la TSLP dans les MPOCs, 
l’asthme sévère et la dermatite atopique, notamment. Ces travaux ont contribué à identifier 
la TSLP en tant que cytokine régulatrice des réponses allergiques de type Th2 (Liu. 2006). 
Par ailleurs, bien que chez les souris TSLPR'/_ les lymphocytes T et B présentent une 
distribution standard et un développement normal (Carpino et al.. 20041. il a tout de même 
été démontré que la TSLP a un effet important sur ces cellules. En effet, il a été rapporté 
notamment que les lymphocytes T CD4+ ont une capacité d’expansion diminuée chez les 
souris TSLPR"7' (Al-Shami et al.. 2004). D’autre part, dans le modèle des souris 
DO.l Î.IO/TSLPR7', l’expression d’IL-4 est diminuée chez les splénocytes, tandis que 
l’expression d’IFNy est accrue (Al-Shami et al.. 2005). Cette dernière observation vient 
confirmer la capacité de la TSLP à induire préférentiellement une réponse Th2 chez les 
lymphocytes T CD4+. Ces fonctions de la TSLP sont assurées principalement via les DCs, 
qui deviennent activées sous stimulation par la cytokine (Wang and Xing. 2008). D est 
aussi imponant de noter que la réponse Th2 induite par la TSLP peut être inflammatoire ou 
tolérogène, selon le contexte. Ainsi, dans le cas de l’intestin, la TSLP induit chez les DCs 
la production d’IL-10 et donc un phénotype Th2 anti-inflammatoire (Rimoldi et al.. 2005). 
D’autre part, un nouveau rôle de la TSLP a été rapporté : la cytokine contribuerait à la 
génération de Tregs au niveau du thymus via l’action des DCs (Liu et al.. 2007). 
(Hanabuchi et al.. 2010). Vu l’importance des nTregs dans la balance entre l’auto- 
immunité et la tolérance, il est alors raisonnable de suggérer que la TSLP ou les DCs 
activées par la TSLP ont le potentiel d’influencer cette balance.
HYPOTHESE DE RECHERCHE
La TSLP possède deux fonctions importantes pouvant aller à rencontre du DT1 chez la 
souris NOD: la génération de nTregs et l’induction d’une réponse Th2. Nous avons émis 
l’hypothèse que l’administration de DCs exogènes conditionnées à la TSLP aurait une 
influence positive sur la progression du DT1 chez des souris NOD. Plus précisément, nous 
avons postulé la capacité de ces TSLP-DCs à induire une plus forte génération de nTregs 
dans le thymus, et celle d’augmenter le pool de Tregs à la périphérie. Par ailleurs, 
l’implication des TSLP-DCs dans les réactions allergiques nous a amenés à suggérer qu’un 
apport de TSLP-DCs exogènes pourrait améliorer la réponse Th2 chez les souris NOD.
O b je c t if s
Ce projet de recherche a pour but de confirmer la protection des souris NOD contre le DT1 
par les TSLP-DCs, en apportant des éclaircissements sur les mécanismes impliqués dans 
cette protection. D s’agira donc :
(1) De vérifier tout d’abord si les TSLP-DCs administrées aux souris NOD migrent vers 
des organes lymphoïdes, afin d’y induire une réponse spécifique.
(2) D’étudier ensuite l’influence des TSLP-DCs sur des lymphocytes T CD4+ et CD8+ in 
vitro, afin de déterminer si la réponse Th2 est privilégiée par rapport à la réponse Thl.
(3) Enfin, d’investiguer la capacité des TSLP-DCs à augmenter des populations de Tregs 
in vitro, et de vérifier si ces Tregs ont acquis une meilleure aptitude à induire la 
tolérance immune chez les souris NOD.
MATERIEL ET METHODES
1. Animaux
Les souris NOD (femelles et mâles) ont été achetées des laboratoires Jackson (Bar Harbor, 
ME). Les souris transgéniques 8.3-NOD gracieusement obtenues du laboratoire du Dr Pere 
Santamaria (Université de Calgary) ont été décrites par Verdaguer et coll. (Verdaguer et al.. 
1997). Les souris 8.3-NOD.Rag2'/' ont été générées par croisement avec les souris NOD. 
Rag2'/\  Toutes les souris ont été maintenues dans un environnement stérile à l’animalerie 
de la Faculté de Médecine et des Sciences de la Santé de l’Université de Sherbrooke. Pour 
les expériences de transfert adoptif de cellules, les souris NOD utilisées étaient de sexe 
femelle et avaient entre 3 à 5 semaines d’âge. En ce qui concerne la génération de cellules 
dendritiques de la moelle osseuse, des souris mâles NOD ont été utilisées à au moins 8 
semaines d’âge. Toutes ces expériences ont été effectuées selon l’approbation du comité 
d’éthique sur l’expérimentation sur les animaux de la Faculté de Médecine et des Sciences 
de la Santé de l’Université de Sherbrooke.
2. Évaluation du diabète
Les tests pour le diabète ont été effectués en mesurant la glycosurie des souris grâce à des 
bandelettes réactives Uristix (Bayer). Lorsque nécessaire, ces tests ont été confirmés par 
mesure de la glycémie à l’aide d’un glucomètre Advantage Accu-Check (Roche 
Diagnostics, Allemagne). Les souris ont été identifiées comme «diabétiques» ou «IDDM» 
soit après deux lectures successives positives des bandelettes, soit lorsque la glycémie était 
supérieure à 14 mM.
3. Anticorps et cytométrie de flux
Les anticorps anti-CD4-PercP/APC (clone RM4-5), anti-CD8-FlTC/PE/PercP (clone 53- 
6.7), anti-CDllc-FITC/PE (clone HL3), anti-PDl-PE (clone J43) et Streptavidin-PercP ont 
été achetés chez Becton Dickinson (San José, CA). D’autre part, les anticorps anti-Foxp3- 
FITC (clone FJK-16s), anti-CD25-biotin (clone PC61.5), anti-JFNy-APC (clone XMG1.2),
anti-IL-10-PE (clone JES5-16E3), anti-IL-2-PE (clone JE56-5H4), anti-GITR-PE (clone 
DTA-1) et anti-CTLA-4-PE (clone UC10-4B9) ont été obtenus de eBioscience (San Diego, 
CA). Enfin, l’anticorps anti-CD25-PE (clone 7D4) utilisé dans certaines expériences a été 
acheté de la compagnie Miltenyi Biotec Inc. (Aubum, CA). L’anticorps anti-CD3 a été 
collecté et purifié à partir de l’hybridome 145-2C11, qui a été obtenu du laboratoire du Dr 
Pere Santamaria. Les données de cytométrie de flux (FACS) ont été acquises via un 
cytomètre de flux de type FACSCalibur (Becton Dickinson, San Diego, CA), et les 
analyses ont été effectuées avec le logiciel CellQuest Pro (Becton Dickinson, San José, 
CA).
4. Peptides
Le peptide NRP-A7 qui est reconnu de manière spécifique par le TCR des lymphocytes T
8.3-CD84 ainsi que le peptide TUM (peptide contrôle) ont été obtenus du Dr C. Servis de 
l’Université de Lausanne. Ces peptides, synthétisés en phase solide et purifiés par HPLC 
en phase inverse, avaient une homogénéité de plus de 90% (homogénéité confirmée par 
spectrométrie de masse).
5. Génération des DCs de la moelle osseuse
Les DCs de la moelle osseuse ont été générées suivant le protocole décrit par Lutz et coll. 
(Lutz et al.. 1999). Brièvement, la moelle osseuse collectée des tibias, fémurs et humérus 
de souris NOD mâles d’au moins 8 semaines d’âge, a été cultivée dans un milieu complet 
(RPMI 1640, FBS 10%, 5 mM 2-mercaptoéthanol (Sigma-Aldrich, St-Louis, MO), 100 
U/ml pénicilline (Gibco, CA), 100 pg/ml streptomycine (Gibco, CA)) supplémenté en GM- 
CSF (5 ng/ml) et IL-4 (4.5 ng/ml), pendant 7 jours à 37°C, 5% CO2 . Dans la plupart des 
expériences, les DCs ainsi obtenues ont été cultivées dans le même milieu pendant 48 h 
supplémentaires, sans stimulation (DCs immatures) ou en présence de 1 pg/ml de LPS 
(Sigma-Aldrich) ou de 20 ng/ml de TSLP murin recombinant (R&D Systems, Minneapolis, 
MN). La pureté des DCs obtenues aux 7ème et 9ème jours de leur génération a été évaluée
par FÀCS via un marquage à l’anti-CDl lc-FUC ou -PE et était en tout temps supérieure à 
80%.
6. Isolement des cellules CD4+CD25+ et CD4+CD25' à partir de la rate
Les cellules T CD4+CD25+ et T CD4+CD25‘ ont été isolées de la rate de souris NOD à 
l’aide du système MACS pour la purification de Tregs (Miltenyi Biotec). Brièvement, les 
cellules T CD4+ ont été séparées des autres splénocytes par déplétion avec des billes 
magnétiques couplées à des anticorps: anti-CD8a (Ly2), anti-CDllb (Mac-1), anti-CD45R 
(B220), anti-CD49b (DX5) et anti-Terll9. Une colonne de déplétion a ainsi servi à 
éliminer toutes les cellules non-CD4+. Les cellules CD4+ préalablement marquées à l’anti- 
CD25-PE durant la première étape ont ensuite été incubées avec des billes anti-PE, afin de 
sélectionner positivement sur une seconde colonne les cellules CD25+. Deux fractions ont 
donc été obtenues après chaque processus de purification: une population de cellules 
CD4+CD25+ pures à environ >85% (fraction retenue dans la dernière colonne), ainsi 
qu’une population de cellules CD4+CD25‘ pures à >90% (fraction éluée). La pureté des 
deux fractions a été évaluée par FACS via des marquages à l’anti-CD4-APC ou -PercP et à 
l’anti-CD25-PE.
7. Essais d’expansion et de conversion de lymphocytes T régulateurs in vitro en 
présence de cellules dendritiques
Les DCs générées tel que décrit en (5) ont été cocultivées pendant 72 h ou 7 jours avec des 
cellules T CD4+CD25+ ou T CD4+CD25' pour évaluer leur capacité à induire, 
respectivement, l’expansion et la conversion de ces cellules T CD4+ en lymphocytes T 
régulateurs. La coculture a été effectuée à 37°C, 5% CO2 , avec 2 x 104 DCs et 8 x 104 
lymphocytes T (ratio 1/4) dans du milieu complet contenant 20 U/ml d’IL-2 (Roche), dans 
des plaques de culture de 96 puits tapissés d’anti-CD3 (5 jig/ml). Dix huit heures avant la 
fin de la stimulation, les surnageants ont été collectés puis ont été remplacés par du milieu 
frais supplémenté en thymidine tritiée (1 }iCi par puits), afin d’évaluer la prolifération des 
cellules en culture par mesure de la radioactivité. À l’issue des essais de conversion de 7
jours, les lymphocytes T CD4+ convertis ou non ont été collectés, lavés puis comptés, et 
ensuite injectés à des souris 8.3-NOD.Rag2'/' à raison de 4 à 7 x 105 cellules/200 pi par 
souris. Ces souris ainsi injectées ont par la suite été suivies pour l’incidence du DT1.
8. Essais de prolifération des lymphocytes T 8.3-CD84 en présence des Tregs 
convertis
Les lymphocytes T CD4+ convertis ou non après 72 h ou 7 jours, tel que décrit en (7), ont 
été testés pour leur capacité à activer ou inhiber la prolifération des lymphocytes T 8.3- 
CD8+ diabétogènes, in vitro. Ces derniers ont été préalablement purifiés de la rate de souris
8.3-NOD ou 8.3-NOD.Rag2 /' grâce à un procédé similaire à la purification décrite en (6), 
en utilisant des billes anti-CD8a. La pureté des cellules récoltées était de façon constante 
supérieure à 85%. Un système de coculture a donc été établi, contenant 2 x 104 
lymphocytes T 8.3- CD8+, 2 x 104 lymphocytes T CD4+ et 105 CPAs, celles-ci étant des 
splénocytes de souris NOD irradiés et puisés avec 1 pg/ml du peptide NRP-A7 ou TUM.
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Les cellules ont été ainsi cultivées pendant 72 h à 37 C, 5% CO2 , avec ajout de thymidine 
tritiée (1 pCi/puits) pour les dernières 18 h.
9. Localisation in vivo des cellules dendritiques injectées chez des souris NOD
Les DCs de la moelle osseuse ont été marquées au CFSE (carboxyfluorescéine 
succinimidyl ester) au 7ème ou 9ème jour de leur génération. Brièvement, les DCs ont été 
lavées, comptées, puis incubées à la température de la pièce pendant 15 minutes avec 5 pM 
de CFSE, à raison d’environ 106 cellules/mL. L’excès de CFSE est lavé avec l’ajout d’un 
volume égal de FBS 100%. Les cellules ont ensuite été recomptées pour évaluer la 
mortalité, avant d’être injectées i.v. chez des souris NOD femelles, à raison de 5 à 20 x 106 
de cellules/200 pL par souris. Ces souris injectées ont été sacrifiées 18h et 48 h plus tard, 
et un marquage anti-CDllc-PE de la rate, du thymus, des PLN et MLN a permis de 
détecter les cellules dendritiques CD1 lc+CFSE+.
10. Essais de prolifération des splénocytes de souris injectées
Afin de récolter les splénocytes de souris traitées avec les DCs, les souris NOD ont été 
injectées i.v. avec des iDCs, LPS-DCs et TSLP-DCs, à raison de 3 x 106 cellules/200 |iL en 
moyenne, par souris. Les animaux injectés ont ensuite été sacrifiés 4 ou 7 jours plus tard, et 
leur rates ont été prélevées. Les splénocytes des souris injectées ont été isolés dans des 
conditions stériles puis ont été stimulés in vitro dans des plaques de 96 puits à fond rond 
tapissées d’anti-CD3 (5 pg/ml). La prolifération des splénocytes a ainsi été évaluée sur une 
période totale de 72 h. De la thymidine tritiée a été ajoutée juste avant les dernières 18 h de 
stimulation pour le compte de la radioactivité.
11. Marquage intracellulaire
Les splénocytes de souris injectées avec des DCs ont été isolés et mis en culture tel que 
décrit dans le paragraphe précédent. Pour les expériences de marquage intracellulaire, les 
cellules ont été collectées après 12 et 48 h d’incubation (avec ou sans stimulation), lavées, 
comptées et un marquage extracellulaire a été effectué avec les anticorps anti-CD4-PercP 
ou anti-CD8-PercP. Par la suite, les cellules ont été fixées et perméabilisées grâce au kit de 
fixation/permébilisation de eBioscience (San Diego, CA), puis un marquage intracellulaire 
des cytokines IFNy, IL-10 et IL-2 a été effectué à l’aide des anticorps anti-IFNy-APC, anti- 
IL10-PE et anti-IL2-PE, respectivement.
12. Mesure de la production de cytokines
La mesure de la production de l’IFNy a été effectuée par la méthode d’ELISA, en utilisant 
une trousse DuoSet ELISA (R&D Systems).
13. Analyses statistiques
Les résultats ont été analysés et comparés selon la méthode Mann-Whitney, en utilisant le 
logiciel d’analyse statistique Prism 5 (Graphpad Software, San Diego, CA).
R é s u l t a t s
1. Les TSLP-DCs possèdent des propriétés semi-matures, induisent une réponse 
Th2 ainsi que la conversion et l’expansion de lymphocytes Tregs
Plusieurs travaux de recherche ont été menés dans notre laboratoire afin de déterminer le 
potentiel tolérogène des TSLP-DCs fBesin et al.. 2008). Mes travaux avaient pour objectif 
de caractériser les TSLP-DCs et d’étudier leur influence sur les lymphocytes T CD4+, T 
CD8+ et Tregs. En suivant un protocole modifié des travaux de Bonasio et coll. (Bonasio et 
al.. 2006). des DCs ont été générés à partir de la moelle osseuse de souris NOD et 
conditionnées pendant 48 h au LPS (1 pg/ml) ou à la TSLP (20 ng/ml). Les résultats ont 
montré que la TSLP confère aux DCs un phénotype semi-mature, avec entre autres une 
expression de CMH-II et de CD80/86 moins importante qu’avec les DCs conditionnées au 
LPS (LPS-DCs) (Figure 6A). De plus, les TSLP-DCs produisent de faibles quantités de 
TNF-a, d’IFN-y ou d’IL-12p70 (100 pg/ml ou moins) tandis que les LPS-DCs en 
produisent beaucoup plus (entre 250 et 1500 pg/ml selon la cytokine). Ces observations 
montrent que les TLSP-DCs possèdent un potentiel anti-inflammatoire et donc 
possiblement tolérogène.
Nous avons par la suite montré que lorsque des lymphocytes T CD4+ sont cocultivés avec 
des TSLP-DCs, ils produisent moins d’IFN-y mais sécrètent plus d’IL-10 et d’IL-4 en 
comparaison avec une coculture réalisée en présence de DCs immatures ou de LPS-DCs 
(Figure 6B). On peut en déduire que les TSLP-DCs ont la capacité d’induire chez les 
lymphocytes T CD4+ une réponse de type Th2. Or, le DT1 est une maladie associée à une 
réponse de type Thl. On peut alors se demander si les TSLP-DCs peuvent avoir un effet 
sur la physiopathologie du DT1 chez les souris NOD. Cependant, avant de répondre à cette 
question, nous avons étudié l’effet des TSLP-DCs sur les lymphocytes Tregs. En effet, Liu 
et coll. (Liu et al.. 2007) ont proposé une notion nouvelle selon laquelle la TSLP serait un 
stimulateur important des DCs au niveau du thymus de l’homme tout autant que chez la 
souris. Fait intéressant, les TSLP-DCs thymiques sont retrouvées associées aux 
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FIGURE 6: Caractéristiques des TSLP-DCs. (A) Expression de divers marqueurs de DCs 
par analyse FACS. Les résultats sont représentatifs de quatre expériences indépendantes. (B) 
Production in vitro de cytokines inflammatoires (IFNy) et non inflammatoires (IL-10, IL-4) 
par des lymphocytes T CD4+ cocultivés avec les divers groupes de DCs. Les données sont 
représentatives de deux à quatre expériences indépendantes. (C) Essai de conversion de 3 et 
7 jours par les différentes DCs, à partir d’une population de lymphocytes T CD4+CD25\ Les 
données sont représentatives de deux à trois expériences indépendantes. (D) Incidence du 
DT1 chez des souris NOD injectées i.v. avec des LPS-DCs ou des TSLP-DCs (N = 12). no 
DCs = sans DCs; iDCs = DCs immatures; LPS-DCs = LPS-DCs; TSLP-DCs = TSLP-DCs. 
*P < 0.05 ; **P < 0.01 ; ***P < 0.001
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par la suite, participent à l’instauration de la tolérance en périphérie. Ces observations 
suggèrent une autre voie d’action des TSLP-DCs qui est celle de la promotion du pool de 
Tregs. Afin de vérifier cette hypothèse, nous avons effectué des cocultures de lymphocytes 
T CD4+ purifiés et de DCs conditionnées ou non (LPS ou TSLP). Après 3 et 7 jours, nous 
avons déterminé le pourcentage de conversion des lymphocytes T CD4+ en Tregs 
CD4+CD25+Foxp3+. Les résultats ont montré que les TSLP-DCs sont de meilleures 
cellules inductrices de conversion que les LPS-DCs, que ce soit après 3 jours (3% versus 
1.25%, respectivement) ou après 7 jours (14% versus 4%, respectivement) (Figure 6C). Il 
est à noter que lorsque les lymphocytes T CD4+ sont cocultivés avec des DCs immatures 
pendant les mêmes périodes de temps, le taux de conversion est moindre que celui des 
TSLP-DCs, mais tout de même plus important que celui des LPS-DCs (Figure 6C). En 
récapitulant les dernières observations, on peut conclure que la TSLP confère aux DCs un 
phénotype non seulement semi-mature, mais aussi tolérogène. Cette capacité des TSLP- 
DCs à induire une réponse Th2 ainsi que la conversion des lymphocytes T CD4+ en Tregs 
nous a par la suite amené à explorer l’influence d’une injection de TSLP-DCs sur le 
développement du DT1 chez les souris NOD.
Les TSLP-DCs ont été injectées par voie intraveineuse à des souris NOD jeunes de 3 
semaines, et des injections ont été faites en parallèle avec les DCs témoin conditionnées au 
LPS. Les souris injectées avec des LPS-DCs ont commencé à développer le DT1 dès la 9e 
semaine (Figure 6D). L’incidence a par la suite suivi une ascension rapide et a atteint 90% 
dès la 15e semaine. En ce qui concerne le groupe de souris injectées avec des TSLP-DCs, 
tous les animaux sont demeurés résistants au DT1 jusqu’à la 19e semaine. Par la suite; 
l’incidence de la. maladie a suivi une ascension plus lente que celle du groupe témoin, 
plafonnant à 25% à partir de la 30e semaine. Ces résultats suggèrent l’effet positif des 
TSLP-DCs dans le contexte du DT1 chez la souris NOD où une injection unique de ces 
cellules parvient à retarder le DT1 et même à empêcher son développement.
2. Les BMDCs conditionnées et injectées aux souris NOD migrent
préférentiellement vers la rate après 18 h
Les résultats précédemment décrits ont servi de base pour entreprendre l’étude des 
mécanismes principaux responsables de la protection contre le DT1 chez les souris 
injectées. Plusieurs questions essentielles se posent au départ. Premièrement, vers quels 
organes lymphoïdes les DCs conditionnées migrent-elles après leur injection? 
Deuxièmement, quelle est l’action déclenchée par la présence de ces DCs exogènes au 
niveau des organes-cibles? Troisièmement, en quoi cette action engendrée par les DCs 
exogènes induit-elle une protection des souris NOD injectées contre le DT1? Afin de 
répondre à la première question, une étude de la migration in vivo des DCs marquées au 
CFSE a été réalisée. Les BMDCs générées à partir de la moelle osseuse de souris NOD ont 
été conditionnées ou non pendant 48 h, marquées au CFSE, puis injectées par voie i.v. chez 
des souris âgées de 3 à 5 semaines (Figure 7). L’âge des souris receveuses a été ainsi choisi 
afin de reproduire les conditions utilisées précédemment dans notre laboratoire pour 
démontrer l’effet des TSLP-DCs sur l’incidence du DT1 chez les souris NOD (Besin et al..
2008).
Les résultats ont montré que 18 h après injection, aucune migration des DCs n’est observée 
dans le thymus (0.09%) ou dans les PLNs et MLNs (0.09 et 0.02%, respectivement) des 
souris receveuses (Figure 7). Cependant, il est intéressant de remarquer que les DCs ont 
une tendance à migrer préférentiellement vers la rate (0.65%). Par contre, 48 h après 
injection, le pourcentage de DCs-CFSE dans la rate rejoint le niveau du groupe témoin 
(contrôle, 0.22%), tandis qu’au niveau des autres organes, il n’y a pas de différence 
significative. Ces observations, indiquent que la rate semble être le site principal de 
localisation des DCs injectées. Cette observation nous a amené à concentrer nos recherches 
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F ig u r e  7: Localisation des DCs marquées au CFSE. La figure montre les résultats 
obtenus pour le thymus, la rate, les PLN et les MLN de souris NOD injectées avec des 
TSPL-DCs. [Des résultats similaires ont été obtenus avec les souris injectées avec des LPS- 
DCs, données qui ne sont pas présentées ici.] Les analyses FACS ont été effectuées sur les 
suspensions cellulaires des différents organes, après marquage à l’anti-CDllc-PE. Les 
résultats sont représentatifs de deux expériences indépendantes.
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3. Les splénocytes de souris injectées aux TSLP-DCs produisent moins d’IFNy après 
stimulation in vitro
Afin de déterminer si les TSLP-DCs injectées aux souris NOD avaient un effet anti- 
inflammatoire ou non, les splénocytes des souris receveuses ont été isolés, puis cultivés 
pendant 72 h en absence et en présence d’anti-CD3. Une première partie de l’expérience a 
consisté à ajouter de la thymidine tritiée pendant les 18 dernières heures de la culture afin 
de mesurer la prolifération des différentes sources de splénocytes. Les résultats ont montré 
qu’en absence de stimulation, les trois types de splénocytes ont fortement proliféré de 
manière spontanée (de 60 000 cpm à 100 000 cpm pour les trois groupes) (Figure 8A). Il 
est à noter qu’il n’y a pas de différence significative entre la prolifération des splénocytes 
de souris ayant reçu les DCs immatures et celle des splénocytes de souris ayant reçu les 
LPS-DCs. Cependant, ce dernier groupe a nettement moins proliféré que le groupe de 
splénocytes de souris TSLP-DCs.
Lorsque stimulés in vitro, les trois groupes de splénocytes ont présenté une tendance de 
prolifération différente. En effet, on observe que la prolifération des splénocytes de souris 
injectées avec les iDCs ou bien avec les LPS-DCs a diminué de moitié, tandis que celle des 
splénocytes de souris injectées avec la TSLP-DCs est demeurée presque identique.
La seconde partie de l’expérience a consisté à évaluer, chez les splénocytes de souris 
receveuses, l’expression de cytokines cibles telles que 1’IFNy, l’IL-10 et l’IL-2, afin de 
déterminer si ces cellules adoptent une réponse Thl ou Th2. Les splénocytes ont été 
récoltés après 12 h et 48 h d’incubation avec l’anti-CD3 et les pourcentages de cellules 
IFNy+, IL-10+ o u  IL-2+ ont été mesurés par FACS. Les cellules ont été également marquées 
avec des anticorps dirigés contre les marqueurs CD4 et CD8, afin de cibler l’analyse sur 
ces deux populations de lymphocytes T présentes dans les différents pools de splénocytes. 
La Figure 8B montre les résultats de la mesure de l’expression intracellulaire d’IFNy et 
d’IL-10 pour les lymphocytes T CD4+ de la rate des souris receveuses. Ainsi, on observe 
qu’après 12 h de stimulation, il y a une faible proportion de cellules exprimant l’IFNy dans 
les trois groupes de splénocytes CD4+. Par contre après 48 h de stimulation, une 
augmentation de la population IFNy* est observée dans tous les groupes. La population
IFN+ la plus importante est observée chez les lymphocytes T CD4+ provenant des souris 
injectées avec les LPS-DCs (16%), tandis que la moins importante est remarquée chez les 
splénocytes CD4+ de souris injectées avec les TSLP-DCs. Pour ce qui est de l’IL-10, on 
remarque une tendance différente, surtout après 12 h de stimulation. La distinction se 
trouve au niveau des splénocytes de souris ayant reçu les TSLP-DCs, avec une plus grande 
population IL-10 positive (pourcentage de 13% versus 1% environ pour les deux autres 
groupes de cellules). Cependant à 48 h, la population IL-10+ diminue complètement, tandis 
que chez les splénocytes de souris injectées avec des DCs immatures et LPS-DCs, elle est 
accrue (18% et 5% respectivement, telle que le montre la Figure 8B). Cette tendance 
indique qu’il y a eu une augmentation rapide mais brève de la proportion de cellules 
exprimant l’EL-10 chez les splénocytes CD4+ de souris TSLP-DCs.
En résumé, chez les lymphocytes T CD4+, on observe une présence moins importante 
d’IFNy chez les splénocytes de souris TSLP-DCs par rapport aux splénocytes de souris 
iDCs ou LPS-DCs. D’autre part, il y a une plus grande proportion de cellules IL-10+ après 
12 h dans le groupe des splénocytes de souris TSLP-DCs, tandis qu’après 48 h, ce sont les 
splénocytes de souris ayant reçu les iDCs qui ont la plus importante population IL-10+.
Le marquage d’IFNy et d’IL-2 chez les splénocytes CD8+ est illustré dans la Figure 8C. On 
observe que la présence des deux cytokines chez les CD8+ suit des tendances quasi 
similaires après 12 h de stimulation. Dans ce cas, aucune augmentation de la proportion de 
cellules positives n’est observée par rapport au témoin non stimulé. Par contre, après 48 h, 
on observe une forte augmentation du marquage d’IFN-y surtout chez les splénocytes 
CD8+ provenant de souris injectées avec les LPS-DCs (jusqu’à 15 fois plus que le 
marquage observé à 12 h, Figure 8C). Dans les deux autres groupes de splénocytes, cette 
augmentation est moins prononcée, particulièrement pour les splénocytes CD8+ de souris 
injectées avec les TSLP-DCs. Il est à noter que cette tendance ressemble à ce qui a été 
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F ig u r e  8: Influence des DCs conditionnées sur le comportement in vitro des 
splénocytes de souris injectées. (A) Prolifération des splénocytes en fonction des DCs 
injectées, (n = 4). ns: P > 0.05; *P < 0.05; **P < 0.01. (B) Analyse FACS du marquage 
intracellulaire de l’IFNy et de l’IL-lO chez les splénocytes CD4+ exposés in vitro à un 
anticorps anti-CD3. (C) Analyse FACS du marquage intracellulaire de riFNy et de l’IL-2 
chez les splénocytes CD8+ exposés in vitro à un anticorps anti-CD3. Pour (B) et (C) : n=l.
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Pour ce qui est de l’IL-2 mesurée à 48 h, ce sont les splénocytes de souris ayant reçu les 
iDCs qui présentent la plus forte augmentation de marquage, avec environ 18% de cellules 
IL-2+. Cependant, à 48 h on remarque aussi une proportion élevée de cellules IL-2+ chez 
les lymphocytes T CD8+ provenant de souris injectées avec les LPS-DCs. Il faut noter que 
éette dernière observation correspond aux résultats attendus, étant donné que les mêmes 
cellules présentent un marquage accru pour l’IFNY(pour le même temps d’incubation à 
l’anti-CD3). De même, l’augmentation la moins importante pour le marquage d’IL-2 à 48 h 
a été remarquée chez les splénocytes de souris injectées TSLP-DCs. D’après ces résultats 
donc, les splénocytes CD8+ de souris injectées avec des TSLP-DCs présentent une plus 
faible expression d’IFN-Y et d’IL-2 intracellulaire que les splénocytes CD8+ de souris 
injectées avec des LPS-DCs ou iDCs.
4. Le pool de Tregs chez les souris injectées avec des TSLP-DCs est similaire à celui 
des souris injectées avec des LPS-DCs
Le second volet de notre recherche sur les TSLP-DCs était de déterminer si le mécanisme 
de protection des souris NOD contre le DT1 était lié à une augmentation de la population 
et de l’efficacité des lymphocytes Tregs après injection des DCs. Après conditionnement 
des DCs, celles-ci ont été injectées à des souris NOD et les animaux ont été sacrifiés après 
6 jours. Des marquages FACS ont été alors effectués afin de déterminer le pourcentage de 
lymphocytes Tregs dans la rate, les PLN et les MLN de ces souris. La Figure 9A illustre le 
taux de lymphocytes T CD25+Foxp3+ retrouvés dans la population CD4+ des trois organes. 
D’après les résultats obtenus, il n’y a pas de différence importante entre les taux de Tregs 
retrouvés dans la rate et les MLN des trois groupes de souris injectées. Par contre, dans le 
cas des PLN des souris injectées avec les DCs immatures, il semble y avoir plus de 
lymphocytes T CD4+CD25*Foxp3+. Toutefois, ces résultats doivent d’être confirmés. La 
Figure 9B montre le pourcentage de cellules Foxp3+GITR+ dans la population CD4+ de la 
rate, des PLN et des MLN des souris injectées. On remarque qu’au niveau des MLN, il n’y 
a aucune différence entre les trois groupes. Pour ce qui est de la rate par contre, le groupe 
injecté avec des LPS-DCs présente un taux moins important de lymphocytes T
CD4+Foxp3+GITR+, par rapport aux deux autres groupes. La même tendance est observée 
au niveau des PLN.
A B
® iDc* . ■  1 1  m i
||  a iw-K» I 1 |  n i I«  ■  TSLP-DCs « ® ■  ■  ■Il il I I I
Q  iDCs 
O  LPS-DCs 
■  TSLP-DCs
FIGURE 9: Pourcentages de Tregs chez les souris NOD injectées avec des DCs 
conditionnées. (A) Pourcentage de Tregs CD4+CD25+Foxp3+ dans la rate, les PLN et les 
MLN des différents groupes injectés. (B) Pourcentage de Tregs Foxp3+GITR+ dans la 
population CD4+ des trois organes étudiés, chez les trois groupes injectés. Les résultats ont 
été obtenus par analyse FACS; n = 1.
5. Les TSLP-DCs induisent une meilleure conversion in vitro des lymphocytes T 
CD4+CD25 en Tregs que les LPS-DCs
Afin d’établir l’influence des DCs conditionnées sur les lymphocytes T CD4+ spléniques, 
des essais de conversion ont été réalisés in vitro. Ces expériences consistaient à purifier des 
lymphocytes T CD4+CD25‘ de la rate de souris NOD, puis de les cultiver pendant 3 ou 7 
jours en présence des trois groupes de DCs conditionnées. Le pourcentage initial de 
lymphocytes T CD4+CD25+ (donc avant la conversion) était de 1.18% après purification 
(Figure 10A). On remarque que les TSLP-DCs ont induit la meilleure conversion en 
lymphocytes Tregs CD4+CD25+Foxp3+ avec 13.4% de conversion après 7 jours de 
coculture (Figure 10B). Les DCs immatures ont aussi induit une bonne conversion des 
Tregs mais moindre que les TSLP-DCs (11.5%), tandis que les LPS-DCs ont été les moins 
efficaces à induire la conversion des Tregs (8.9%). Ces observations suggèrent que les 
TSLP-DCs ont la capacité d’augmenter le pool de Tregs in vitro, mais des expériences
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supplémentaires sont nécessaires pour confirmer que le pool de Tregs est aussi augmenté in 
vivo après injection des TSLP-DCs.
6. Les lymphocytes T convertis in vitro possèdent la capacité de supprimer l’activité 
des lymphocytes T 8.3-CD8+ diabétogènes
Les lymphocytes issus de la coculture (conversion) avec les DCs conditionnées ont été 
testés pour leur capacité à induire la suppression des lymphocytes T 8.3-CD8+ in vitro. En 
effet, une suppression de la prolifération et des fonctions effectrices des lymphocytes T 
CD8+ diabétogènes indiquerait si la coculture avec les DCs a produit des Tregs 
fonctionnels et capables d’influencer le développement du DT1 chez les souris NOD. Les 
lymphocytes T CD4+ provenant des cocultures de conversion ont été récoltées, puis ont été 
ajoutées à des lymphocytes T 8.3-CD8+ (ratio 1:1) et à des CPAs irradiées (ratio 5:1). Dans 
cette expérience, les lymphocytes T CD4+CD25‘ spléniques cultivés sans DCs ont servi de 
contrôle. Ce protocole a permis de tenir compte de l’effet de la présence des DCs au 
moment de la conversion sur la capacité de suppression des lymphocytes T convertis en 
Tregs.
Ainsi comme le montre la Figure 10C, les lymphocytes T CD4+ convertis en présence de 
TSLP-DCs ont inhibé de manière importante la prolifération des lymphocytes T 8.3-CD8+. 
En comparaison, les lymphocytes T CD4+ convertis en présence de LPS-DCs ont induit 
une très faible inhibition de la prolifération des lymphocytes T 8.3-CD8+. Ces résultats sont 
en accord avec les résultats obtenus avec les DCs conditionnées présentées précédemment 
montrant un plus grand pourcentage de conversion en Tregs par les TSLP-DCs. Toutefois, 
on remarque que malgré le pourcentage non négligeable de conversion induit par les DCs 
immatures, les lymphocytes T CD4+ convertis par ces cellules n’ont pas été en mesure 
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F ig u r e  10: Conversion in vitro des lymphocytes T CD4+CD25' en Tregs 
CD4+CD25+Foxp3+ par les DCs conditionnées. (A) Analyse FACS de la population 
CD4+CD25 avant coculture avec les DCs. (B) Expression de CD25 et Foxp3 chez les 
lymphocytes après 7 jours de conversion. (C) Essai in vitro de suppression des lymphocytes 
T CD8-8.3+ diabétogènes par les T CD4+CD25' cultivés en présence des DCs. (D) 
Production d’JFNy (ELISA) par les lymphocytes T 8.3-CD8+ suite aux essais de 
suppression. Les résultats présentés sont représentatifs d’au moins deux expériences 
indépendantes. **P <0.01; ***P < 0.001
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Afin de confirmer ce dernier résultat, la production d'DFNy par les lymphocytes en culture 
a été mesurée par ELISA. Les lymphocytes T CD4+CD25‘ cultivés sans DCs n’ont pas 
inhibé la production d’DFNy par les T CD8+ (Figure 10D). Cependant, les lymphocytes T 
CD4+CD25‘ cultivés avec des DCs immatures ont induit une légère inhibition de 
production de la cytokine, malgré leur faible influence sur la prolifération des lymphocytes 
T CD8+ (Figure 10C). Pour ce qui est des lymphocytes T CD4+CD25‘ cultivés en présence 
de LPS-DCs, on remarque une baisse mois importante de la production d’IFNy, tandis que 
le contraire est observé pour les lymphocytes T CD4+CD25‘ cultivés en présence des 
TSLP-DCs. Ces observations réaffirment les résultats de prolifération des lymphocytes T
8.3-CD8+ décrits plus tôt, et nous permettent de proposer que les TSLP-DCs sont non 
seulement de meilleures inductrices de conversion en Tregs, mais parviennent aussi à 
conférer à ces Tregs la capacité d’inhiber la prolifération et la production d’IFNy chez les 
lymphocytes T 8.3-CD8+ de souris NOD.
7. Incidence du DT1 chez les souris 8.3-NOD.RAG2 /' injectées avec les lymphocytes 
T CD4+ issus de la conversion in vitro
Afin de confirmer l’efficacité suppressive in vivo des lymphocytes T CD4+ issus des 
cocultures de conversion, ceux-ci ont été injectés à des souris 8.3-NOD.RAG2'/\  puis 
l’incidence du DT1 chez ces souris a été suivie. Le Tableau 2 résume les résultats obtenus 
pour les trois groupes de souris injectées (deux dans chaque groupe). Le premier groupe de 
souris qui a reçu une injection de lymphocytes T CD4+ cocultivés avec des DCs immatures 
ont développé le DT1 à 31 semaines d’âge en moyenne. Le second groupe, injecté avec des 
lymphocytes T CD4+ cocultivés avec des LPS-DCs, a développé le DT1 plus rapidement (à 
environ 20 semaines d’âge). Enfin pour le troisième groupe, l’injection de lymphocytes T 
CD4+ cocultivés avec des TSLP-DCs a complètement empêché le développement du DT1.
1 x 105 Tconv avec iDCs OUI 31 sem
7 x 105 Tconv avec LPS-DCs OUI 20 sem
7 x 105 Tconv avec TSLP-DCs NON N/A (non EDDM)
T a b le a u  2: Incidence du DTI chez les souris 8.3-NOD.RAG2'/_ injectées avec les 
lymphocytes T convertis avec les DCs conditionnées. Les souris 8.3-NOD.RAG2 ; âgées de 
3-5 semaines (sem) (n = 2 pour chacun des groupes) ont été injectées par voie intraveineuse 
avec des lymphocytes T CD4+CD25' préalablement cocultivés avec des DCs conditionnées 
(DCs immatures, LPS-DCs ou TSLP-DCs) et ensuite suivie pour le développement du 
diabète. T conv = T CD4+CD25* partiellement converties en T CD4+CD25+ ; iDCs = DCs 
immatures.
Ces résultats sont en accord avec les observations faites pour la conversion in vitro des 
lymphocytes Tregs. On peut donc conclure que les TSLP-DCs induisent non seulement une 
meilleure conversion en Tregs mais confère aussi à ces cellules un meilleur pouvoir de 
suppression des lymphocytes T diabétogènes in vitro et in vivo.
D is c u s s io n
Le DT1 est une maladie auto-immune dont les causes sont encore mal connues. Certes, la 
littérature a depuis longtemps rapporté l’implication de facteurs génétiques et 
environnementaux (Redondo et al.. 2001): (Hvotv and Tavlor. 2002). mais le ou les 
éléments déclencheurs du DT1 demeurent obscurs. Ainsi, plusieurs pistes ont été 
examinées à travers les décennies de recherche. Parmi les plus intéressantes figurent, le 
phénomène du défaut dans la sélection négative des lymphocytes T naïfs (Liston et al.. 
2003): (Kishimoto and Sprent. 2001): la théorie de l’hygiène (Gale. 2002): et surtout, le 
bris de la tolérance périphérique (Anderson and Bluestone. 2005). Il est important de noter 
que toutes ces notions rejoignent une idée commune qui est celle de la tolérance immune.
Notre laboratoire s’intéresse à la TSLP, une cytokine retrouvée à l’origine dans le thymus. 
Pourquoi le choix de cette cytokine en particulier? Tout d’abord, il a été rapporté que la 
TSLP possède la capacité de stimuler les DCs (Wang and Xine. 2008). Or, rappelons que 
les DCs constituent un pilier important pour l’équilibre entre la tolérance et l’auto­
immunité. En effet, de par leur niveau de maturation, leur capacité de migration et 
d’activation des lymphocytes T naïfs, les DCs jouent non seulement un rôle de cellules 
éducatrices pour ces derniers, mais aussi de «leviers». Plus les DCs sont matures, plus elles 
acquièrent le potentiel d’activer les lymphocytes T (Guermonprez et al.. 2002). Il devient 
donc évident que tout facteur permettant de stimuler les DCs et donc de contrôler leur 
niveau de maturation, est capable d’influencer la fragile balance entre la tolérance et 
l’auto-immunité. Les DCs stimulées in vivo par la TSLP développent la capacité d’induire 
une réponse de type Th2 qui a été associée à plusieurs pathologies telles que l’asthme et les 
allergies (Zhou et al.. 2005): (Pang et al.. 2010). Cette caractéristique de la TSLP est 
d’autant plus intéressante que le DT1 est une maladie où la réponse Thl prédomine. Nous 
avons étudié quel genre de réponse peuvent induire les TSLP-DCs dans le contexte du 
DT1.
L’équipe de Liu et coll. a publié des travaux rapportant la présence de DCs au niveau des 
corpuscules de Hassal dans la médulla thymique, qui seraient stimulées par la TSLP. La 
même équipe a alors émis l’hypothèse selon laquelle ces TSLP-DCs contribuent à la
génération de nTregs dans le thymus, en induisant la reprogrammation des lymphocytes T 
autoréactifs en lymphocytes Tregs (Liu et al.. 2007). Cette caractéristique fait de la TSLP 
et des TSLP-DCs des participants importants dans la dynamique de l’instauration de la 
tolérance immune.
Nous nous sommes posé les questions suivantes: (1) quelles caractéristiques possèdent les 
DCs conditionnées à la TSLP dans le contexte de la souris NOD? (2) quelle pourrait être 
l’influence des TSLP-DCs sur la réponse Thl ou Th2 dans le contexte du DT1? (3) les 
TLSP-DCs peuvent-elles influencer le pool de Tregs chez la souris NOD? Des travaux 
précédents de notre laboratoire ont montré que les TSLP-DCs possèdent des propriétés 
anti-inflammatoires, de par leur phénotype semi-mature, leur capacité à produire moins de 
TNFa, d’IFNy et d’IL-12p70, et leur tendance à induire chez les lymphocytes T CD4+un 
phénotype de type Th2 (Besin et al., 2008). Par ailleurs, ces mêmes travaux montrent que 
les TSLP-DCs possèdent la propriété de convertir, après une coculture de 3 ou 7 jours, une 
population de lymphocytes T CD4+CD25' en lymphocytes Tregs CD4+CD25+Foxp3+ de 
manière plus efficace que les DCs immatures et les LPS-DCs. Bien que ces expériences 
aient été effectuées avec des DCs de souris NOD, elles sont des expériences iri vitro qui ne 
reflètent donc pas nécessairement le comportement des TSLP-DCs in vivo. Nous avons 
donc par la suite injecté les TSLP-DCs à des souris NOD prédiabétiques (3-4 semaines 
d’âge), à raison d’une injection unique par voie intraveineuse. Cette injection s’est avérée 
bénéfique pour les animaux, car 75% des souris qui ont reçu les TSLP-DCs étaient 
protégées contre le diabète et 25% des animaux ont développé un diabète tardif 
comparativement aux animaux témoins injectés avec des LPS-DCs qui sont devenus tous 
diabétiques beaucoup plus tôt (Besin et al., 2008). Les résultats de ces expériences 
suggèrent que les TSLP-DCs possèdent un potentiel anfi-inflammatoire et tolérogène, au 
moins dans le cas du DT1 chez la souris NOD. Cependant, même si les précédents travaux 
ont indiqué quelle pourrait être la nature des mécanismes par lesquels les TSLP-DCs 
protègent les souris contre le DT1 (réponse Th2, Tregs), ces mécanismes restent à être 
confirmés dans un contexte in vivo. L’objectif de mon projet de recherche était donc de 
mieux comprendre les mécanismes par lesquels les TSLP-DCs parviennent à protéger les 
souris NOD contre le DT1.
Afin de comprendre le mode d’action des TSLP-DCs chez les souris NOD, nous avons 
effectué un essai de localisation pour déterminer vers quel(s) organe(s) les DCs migraient 
après leur injection. Cette expérience était nécessaire afin de cibler le site de nos 
recherches. Le thymus a été choisi notamment parce que: (1) cet organe est le site du 
développement des lymphocytes T et il est possible que les DCs injectées aient une 
influence sur ces cellules (Proietto et al.. 2009): (2) les DCs injectées pourraient rejoindre 
le pool de DCs endogènes au niveau du thymus, afin d’y influencer la génération de 
nTregs. La rate a été sélectionnée comme organe-cible étant donné qu’elle constitue un site 
important de rencontre entre les lymphocytes T naïfs et les DCs prêtes à induire leur 
activation ou anergie, selon le contexte. Enfin, puisqu’il s’agit de DT1, il était nécessaire 
de vérifier si les DCs injectées migraient vers les PLN, afin de déterminer si elles 
influençaient l’activation des lymphocytes T naïfs préalablement à leur propre migration 
vers le pancréas. Les MLN servent surtout de témoin afin de vérifier si la migration est 
uniforme vers tous les ganglions ou si elle est seulement dirigée vers les PLN. D’autres 
paramètres de cette expérience auraient pu être différents, notamment le choix de la 
cinétique utilisée pour la migration. En fait, les temps 18 h et 48 h ont été choisis suite aux 
travaux de von Adrian et coll. (Bonasio et al.. 2006) qui ont étudié la migration de DCs 
injectées vers le thymus 18 h après leur injection.
Nos résultats indiquent que les DCs CFSE+ ont migré préférentiellement au niveau de la 
rate 18 h après l’injection. Aucune migration n’a été observée au niveau des autres 
organes, 18 h et 48 h après l’injection. D’après ces résultats, la rate semble donc être le site 
privilégié vers lequel migrent les DCs injectées. Cependant, bien que cette expérience ait 
été réalisée deux fois, un très faible pourcentage de DCs CFSE+ ont été trouvés chez les 
souris injectées. D’autres études ont rapporté des quantités plus abondantes de DCs 
marquées dans la rate et même dans le thymus (Cavanagh et al.. 2005) (Bonasio et al.. 
2006), toutefois, les méthodes utilisées ne sont pas les mêmes. Par exemple, Bonasio et 
coll. ont injecté à des souris C57BL/6 des cellules de mélanome sécrétant du Ftl3 ligand, 
puis ont purifié les DCs de la rate de ces souris par centrifugation. Ce sont ces DCs qui ont 
été ensuite utilisées dans les expériences de migration (Bonasio et al.. 2006). Il est donc 
possible que la différence entre nos résultats et ceux des autres équipes soit en partie 
expliquée par la provenance des DCs utilisées pour l’essai de migration. De plus, le
contexte particulièrement inflammatoire du modèle qu’est la souris NOD pourrait 
également influencer les mécanismes de migration in vivo. Afin d’écarter cette éventualité, 
des expériences supplémentaires sont nécessaires. Tout d’abord, il faudra répéter l’étude de 
migration chez des souris C57BL/6, pour confirmer que la migration préférentielle vers la 
rate n’est pas unique à la souris NOD. De plus, il sera nécessaire d’utiliser un autre 
marqueur fluorescent que le CFSE (observé en FL1 dans le logiciel de FACS), étant donné 
que celui-ci a une très forte intensité de fluorescence pouvant masquer le signal de l’anti- 
CD1 lc-PE (observé en FL2). Dans notre contexte, le marqueur anti-CDl le-APC serait une 
alternative possible. Enfin, une étude de la cinétique de migration des DCs CFSE+ pourrait 
être plus informative. Par exemple, il serait judicieux de sacrifier les souris injectées après 
2 h (Cavanagh et al.. 20051. 12 h, 18 h, 24 h et 48 h. De cette façon, les possibles 
fluctuations dans les résultats seront plus facilement identifiables. Par ailleurs, il serait 
intéressant d’injecter les DCs par la voie i.p. (intra-péritonéale), étant donné que ce mode 
d’injection tend à favoriser la migration vers les ganglions situés dans l’abdomen, dont les 
PLN (Creusot et al.. 2009).
Suite aux expériences de localisation, nous avons vérifié si la migration des DCs vers la 
rate avait une influence sur la réponse immune des lymphocytes T spléniques. Cette 
expérience avait pour but de vérifier l’hypothèse selon laquelle l’injection des TSLP-DCs 
induirait une réponse Th2 dans les organes-cibles (dans notre cas, la rate). Nous avons 
donc initialement procédé à des expériences de prolifération des splénocytes de souris 
injectées, suite à une stimulation in vitro. Les résultats obtenus montrent que les 
splénocytes non stimulés présentent une prolifération importante, au même niveau sinon 
plus que celui des splénocytes stimulées. En effet, après stimulation, la prolifération est 
diminuée chez tous les groupes de splénocytes, et cette diminution est plus prononcée pour 
les splénocytes de souris injectées avec des DCs immatures ou des LPS-DCs. Dans le cas 
des splénocytes provenant de souris injectées avec des TSLP-DCs par contre, le niveau de 
prolifération demeure presque égal. Ces résultats inattendus peuvent être expliqués par le 
phénomène d’AICD (Activation-Induced Cell Death ou apoptose due à l ’activation). On 
peut en effet émettre l’hypothèse selon laquelle la stimulation de l’anti-CD3 a provoqué 
chez les splénocytes de souris injectées avec des DCs immatures ou des LPS-DCs, une 
apoptose spontanée, d’où les faibles niveaux de prolifération de ces cellules. Si cette
hypothèse de l’AICD s’avère exacte dans notre cas, cela voudrait dire que les splénocytes 
de souris injectées aux TSLP-DCs ont résisté à l’apoptose, ou à l’activation de l’anti-CD3. 
En revanche, les résultats confirmeraient le potentiel tolérogène des TSLP-DCs (Besin et 
a l. 2008).
Nous avons par la suite déterminé si ces cellules exprimaient de manière préférentielle des 
cytokines de type Thl/Tcl (IFNy, IL-2) ou Th2/Tc2 (IL-10). En effet, étant donné que 
l’EFNy est l’une des cytokines clé dans la réponse Thl/Tcl dans la physiopathologie du 
DT1 chez la souris NOD (Rabinovitch and Suarez-Pinzon. 2007). son expression a été 
analysée chez les splénocytes T CD4+ et T CD8+. Les résultats obtenus pour l’EFNy sont 
similaires dans le cas des lymphocytes CD4+ et CD8+. Comme il a été décrit plus tôt, on 
remarque qu’après 12 h, la stimulation à l’anti-CD3 n’a pas induit une augmentation de 
l’expression d’IFNy. Par contre, après 48 h, une hausse de l’expression a été observée dans 
tous les groupes, mais de manière plus importante chez les splénocytes (CD4+ ou CD8+) de 
souris injectées avec des LPS-DCs. Par ailleurs, on remarque une tendance différente pour 
les splénocytes de souris injectées avec des TSLP-DCs, où l’expression d’IFNy est moins 
importante par rapport aux deux autres groupes. Ces résultats vont dans le sens de notre 
hypothèse qui soutient que les TSLP-DCs ont le potentiel de diminuer la réponse Thl chez 
les souris injectées. Ce qui est intéressant ici est que cette capacité à diminuer l’expression 
d’IFNy dépasse même celle des DCs immatures, généralement reconnues pour leurs 
caractéristiques tolérogènes (Thomson and Robbins. 2008).
En ce qui concerne l’expression intracellulaire d’IL-10 (réponse immune de type Th2/Tc2), 
on s’attendait à observer une plus forte expression chez les splénocytes de souris injectées 
avec les TSLP-DCs. Dans le cas des splénocytes T CD4+, après 12 h de stimulation, une 
forte expression d’IL-10 est observée chez les cellules provenant de souris injectées avec 
des TSLP-DCs. Toutefois, après 48 h, cette expression revient au niveau de base tandis que 
l’expression d’IL-10 augmente dans les autres groupes. On pourrait spéculer sur le fait que 
cette hausse temporaire de l’expression d’IL-10 a servi à provoquer la diminution de 
l’IFNy décrite plus tôt, et qu’on observe après 48 h. En effet, il faut rappeler que ces 
cytokines agissent l’une pour l’autre comme des régulateurs négatifs, afin de contrôler la 
balance entre les réponses Thl et Th2. Par exemple, il a été observé que sous l’action de
l’DL-10, les lymphocytes T CD4+ produisent moins d’IL-2 (de Waal Malefvt et al.. 19931. 
Il serait toutefois nécessaire de confirmer cet effet de l’IL-10 en répétant plusieurs fois 
l’expérience, puis en utilisant une autre méthode telle que l’ELISA, pour mesurer de 
manière quantitative la production des deux cytokines. Par ailleurs, le marquage 
intracellulaire de l’IL-2 chez les splénocytes T CD8+ vient appuyer notre hypothèse de 
départ. En effet, on remarque une tendance similaire à celle de l’expression de I’IFNy, ce 
qui veut dire que les splénocytes de souris injectées avec des LPS-DCs ont l’expression la 
plus forte d’IL-2. Or, l’IL~2 participe à la prolifération, à l’activation et à la cytotoxicité 
des lymphocytes T CD8+ (Suarez-Pinzon and Rabinovitch. 2001). La forte expression 
d’IL-2 observée chez les T CD8+ de souris LPS-DCs pourrait alors expliquer en partie la 
contribution de cette cytokine dans le développement du DT1 chez les animaux injectés 
avec des LPS-DCs (Besin et al.. 2008). Cependant, avant d’associer la faible expression 
d’IL-2 intracellulaire chez les splénocytes CD8+ de souris TSLP-DCs à la protection contre 
le DT1, il est intéressant de noter que des études ont montré que l’EL-2 peut avoir un effet 
tolérogène (Malek and Baver. 2004). en induisant par exemple la prolifération et 
l’activation des lymphocytes Tregs. Cette fonction paradoxale de l’EL-2 demande une 
investigation plus précise de la production de la cytokine, non seulement chez 
les lymphocytes CD8+ mais aussi chez les CD4+. D’ailleurs, chez ceux-ci, l’EL-10 a plutôt 
un rôle d’inhibition de la prolifération (via une diminution de la production d’IL-2 chez ces 
cellules) (de Waal Malefvt et al.. 1993) (Groux et al.. 1996). Cette dernière observation 
rappelle le rôle paradoxal que joue également l’IL-10 dans la pathologie du DT1 (Balasa 
and Sarvetnick. 1996) et appelle à une étude plus approfondie des cytokines produites par 
les splénocytes de nos souns injectées. Par exemple, il serait intéressant de quantifier l’IL- 
4, l’IL-2 et l’IL-13, afin de mieux cerner l’influence des DCs conditionnées sur les 
réponses Thl/Tc/et Th2/Tc2.
Nos résultats appuient pour la plupart notre hypothèse, qui soutient que les TSLP-DCs 
pourraient favoriser une réponse Th2 au détriment de la réponse Thl observée chez les 
souris NOD. Toutefois, la protection des souris contre le DTl peut aussi s’expliquer par 
une augmentation du pool et du pouvoir immunosuppresseur des lymphocytes Tregs. Il 
s’agit donc à présent de vérifier si les TSLP-DCs sont capables d’accomplir cette tâche ou 
non.
Une autre série d’expériences a consisté à vérifier si le pool de Tregs était modulé chez les 
souris injectées avec les DCs. Les souris injectées ont donc été sacrifiées et la rate, PLN et 
MLN ont été collectés. Un marquage de surface (anti-CD4 et anti-CD25) et intracellulaire 
(anti-Foxp3) a servi à mesurer le pourcentage de lymphocytes Tregs retrouvés dans les 
trois organes. Aucune différence n’a été notée entre les différents groupes, mis à part au 
niveau des PLN. Cependant, il est nécessaire de rappeler ici que ces résultats n’ont pas été 
répétés, et qu’ils restent donc à être confirmés. Par ailleurs, l’absence de différences est 
observée lorsque les cellules sont marquées à l’anti-GITR, qui est un des marqueurs des 
Tregs (Nagahama et al.. 2001). Fait intéressant, malgré l’état préliminaire de ces résultats, 
on peut remarquer que la tendance va vers un pourcentage réduit de Tregs GITR+ chez les 
lymphocytes T issus des souris injectées avec des LPS-DCs. D’autres expériences sont 
nécessaires pour confirmer cette tendance. De plus, il serait intéressant d’investiguer 
l’expression d’autres marqueurs tels que CTLA-4 et PD-1, qui sont utiles pour identifier 
les populations de Tregs (Nagahama et al., 2007).
Puisque les TSLP-DCs ne semblent pas avoir d’effet direct sur la population de Tregs in 
vivo, nous avons émis l’hypothèse que les Tregs convertis in vitro par les TSLP-DCs 
auraient acquis une plus forte capacité suppressive des lymphocytes T 8.3-CD8+ 
diabétogènes. Ainsi, après avoir confirmé que les TSLP-DCs avaient une meilleure 
capacité de conversion des lymphocytes T CD4+CD25‘ en Tregs CD4+CD25+Foxp3+ que 
les LPS-DCs et les iDCs,, nous avons testé l’effet immunosuppresseur de ces Tregs 
partiellement convertis. L’hypothèse était que plus la conversion avec les DCs est efficace, 
plus les lymphocytes T seront enrichis en Tregs, et donc meilleure sera la suppression des 
lymphocytes T CD8 diabétogènes. L’expérience a donc consisté à cultiver les lymphocytes 
T convertis ou non en présence des T 8.3-CD84 et de CPAs irradiées exposés au peptide 
IGRP spécifiquement reconnu par les CPAs. Les résultats ont montré que les lymphocytes 
T CD4+ cultivés avec les TSLP-DCs ont été les plus aptes à induire une inhibition de la 
prolifération des lymphocytes T 8.3-CD8+ diabétogènes. De plus, la production d’IFNy de 
ces derniers (signe de leur activité cytotoxique) a été également modulée à la baisse par les 
lymphocytes T partiellement convertis en présence de TSLP-DCs. Ce dernier résultat 
suggère que les TSLP-DCs ont la capacité de diminuer la réponse Tel des lymphocytes T
8.3-CD8*. Par ailleurs, cette diminution passe par la génération de Tregs plus efficaces à 
empêcher la prolifération des lymphocytes T CD8+ diabétogènes.
Nos résultats suggèrent que les TSLP-DCs ont un effet sur les Tregs de souris NOD, mais 
que cet effet est plus remarquable dans des conditions in vitro. Il ne faut cependant pas 
oublier que, vu la complexité de la réponse immune à l’échelle in vivo, plusieurs 
expériences seront nécessaires afin de confirmer le potentiel tolérogène des TSLP-DCs. 
Une expérience in vivo a d’ailleurs été réalisée, par l’injection des Tregs convertis en 
présence des DCs, chez des souris 8.3-NOD.RAG2'/\  Le but de cette expérience était de 
confirmer l’effet immunosuppresseur des Tregs de souris injectées. Étant donné que les 
souris 8.3-NOD.RAG2'/' ne possèdent que des lymphocytes T 8.3-CD8+, une diminution 
de l’incidence du diabète indiquerait que ces cellules ont été «immunosupprimées» par les 
lymphocytes T injectés. Bien que seulement deux expériences aient été réalisées, les 
résultats ont montré que les lymphocytes T convertis en présence de TSLP-DCs étaient les 
plus aptes à assurer une protection des souris contre le DT1. En effet, les deux souris 
injectées de ce groupe n’ont pas développé la maladie, tandis que les souris du groupe 
injectées avec des lymphocytes T convertis en présence de LPS-DCs sont rapidement 
devenues diabétiques et sont décédées peu de temps après. Cette observation suggère que 
les lymphocytes T convertis en présence de LPS-DCs présentent une population de 
lymphocytes T CD4+CD25+ activés (Foxp3 ) capable d’accélérer la maladie. Ceci peut être 
expliqué par le fait que les LPS-DCs de part leur phénotype mature, induisent une forte 
activation des lymphocytes T (Jeras et al.. 2005). Cette expérience apporte des 
informations intéressantes qui soutiennent notre hypothèse de départ, hypothèse selon 
laquelle les TSLP-DCs induisent la génération in vitro d’une plus forte population de 
Tregs, cellules qui peuvent aider à la tolérance et à la prévention du DT1. Toutefois, il 
serait judicieux de répéter l’expérience avec un plus grand nombre de souris et un plus 
grand nombre de cellules à injecter, afin d’amplifier l’effet observé sur l’incidence. D’autre 
part, on pourrait purifier les cellules converties (Foxp3+) avant leur injection, pour que 
l’effet unique des Tregs puisse être étudié.
Par ailleurs, cette expérience in vivo présente des limitations non négligeables. En effet, 
l’incidence normale des souris 8.3-NOD.RAG2 A est d’environ 40-50% (Verdaeuer et al..
1992), ce qui peut grandement influencer l’interprétation des résultats d’incidence. Des 
expériences complémentaires de transfert de T convertis doivent être aussi réalisées chez 
des souris NOD et chez des 8.3-NOD qui ont une plus forte incidence du diabète.
De manière générale la quantification effective des cytokines mentionnées ci-haut (IL-10, 
IL-2 et IFN-y) s’impose comme une solution à certaines failles de notre étude. Tout 
d’abord elle permettrait de confirmer ou réfuter les résultats obtenus par FACS. D’autre 
part, la mesure de la quantité des cytokines aiderait à effacer tout doute au sujet de l’effet 
des diverses conditions de culture sur les résultats de prolifération. En effet, le milieu de 
culture, la concentration d’IL-2 utilisée, la méthode de ‘tapissage’ des puits avec l’anti- 
CD3, le nombre de cellules par puits etc. sont tous des facteurs pouvant influencer la 
prolifération des cellules après 1, 3 ou 7 jours de culture. Ces facteurs peuvent par exemple 
participer à une prolifération spontanée de certaines populations de cellules ou à l’apoptose 
d’autres populations. Par ailleurs il est intéressant de considérer que les comportements des 
DCs et lymphocytes étudiés dans le cadre de cette recherche, sont peut-être propres au 
modèle de la souris NOD. Afin de confirmer cette hypothèse, on pourrait réaliser une étude 
en parallèle avec par exemple des souris C57BL/6, en reprenant les conditions de culture et 
de coculture utilisées ici. Cette expérience pourrait servir à réaffirmer le rôle tolérogène 
des TSLP-DCs tout en montrant que ce rôle est spécifique à la souris NOD ou non.
C o n c l u s io n
Ce projet de recherche a permis d’élucider quelques-unes des pistes dans la recherche des 
mécanismes de protection des souris NOD contre le DT1 par les TSLP-DCs. Les résultats 
ont mis en évidence la migration des DCs injectées chez les souris vers la rate, ainsi que la 
modulation de la réponse Thl par les TSLP-DCs. Ces cellules ont une meilleure capacité à 
induire la conversion in vitro des lymphocytes Tregs, conversion qui induit un rôle 
immunosuppresseur sur les lymphocytes T diabétogènes 8.3-CD8+. Nos résultats ont 
montré également que les Tregs convertis en présence de TSLP-DCs ont le potentiel de 
protéger les souris 8.3-NOD.RAG2~'L contre le DT1. En conclusion, même si tous les 
mécanismes moléculaires et cellulaires de cette protection contre le DT1 n’ont pas pu être 
mis en évidence, ce projet a permis d’ouvrir la voie à des recherches plus poussées sur la 
relation entre la TSLP et le DT1.
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